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1- MICROORGANISMOS QUE CONTIENEN COLINA EN LA ENVOLTURA
CELULAR
La colina es un aminoalcohol que forma parte de los fosíblipidos de membrana do
las células eucarióticas, siendo poco frecuente en procariotas. Aunque se ha descrito su
presencia en las fost’ollpidos do membrana de diferentes bacterias (Hagen y cola., 1966;
Arondel y cols., ¡993), lo inés relevante ha sido su descubrintiento, en algunas bacterias
Omm-positivas, coma compomionte do los ácidos teicoicos de pared y lipowicocoa de
membrana.
1.1- Streptocvccmmspucunmonieme
& pnemu,monlcme ¡lic el primer microorganismo en el que so describió la presencia de
colina como componente do los ácidos toicoicos de pared (Toman, 1967). Es una bacteria
Grani-posítiva, de 0,5- 3,25 »m de diámetro, de lbm~a oval con la extremidad disial
lanceolada, inmóvil y no forma ondosporas. Estas bacterias so presentan en forma diploidea
de ahí al nombre de lJip/cxoccma pneunaonlae, como se lo denominó en un principio
(To¡nasz, 1981). Se alsló por primera voz en el alIo 1881 por Sternborg (en los Estados
Unidos) y Pasteur (en Francia) a partir de muestras de saíNa humana.
¡.1.1- Importancia desde el Imoto do vista clínico y biológico
& ~nmcmnoníaees un patógeno humano responsable do enfermedades como la
neumonía, meningitis y bacteñenilas, provocando altas lasas de mortalidad y morbilidad.
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS). la neumonía es actualmente la cuarta
causa de mortalidad en el mundo y neumococo, en concreto, es el agente causal de entre el
10 y el 25% do los casos <Sahn, 1990). AdornAs de estas intbccionos invasivas graves
también puede llegar a producir otitis media y sinusItis. Coloniza las vías alias dcl sistema
respiratorio y niña concretamente la nasolhringe desde los primeros días de vida y se
considera que, virtualmente, cualquier individuo ha estado colonizado en cualquier etapa de
su vida. La frecuencia de portadores puede variar de unas comunidades a otras dependiendo
de muchos thctores <edad, ambiente, estación del aRo, etc.), y so ha estimado que niña del
60% dc la población puede ser portador (Austrian, 1986).
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En la primera mitad de esto siglo, Avery y cols. (1944) estabiecieron que existían
numerosos serotipos de £ pnem¿nmonlae en Ihnción de la estructura polisacaridica do la
cápsula. Fue la primera sustancia no proteica que mostraba anmigenicidad, de manera que
anticuerpos dirigidos contra la cápsula proporcionaban protección contra la virulencia do
neumococo. Este ¡techo fue de gran importancia para el desarrollo de la inmunologla. Sin
embargo, el estudio del fenómeno de transformación capsular (Oriffith, 1928) ¡be
determinante para el descubrimiento del DNA como la baso de la información genética,
siendo ésta una de las mayores contribuciones al estudio de la biología y medicina, así como
la piedra angular dcl nacimiento de la genética molecular (Avery y cols., 1944).
La reacción dc hinchamiento capsular (quellung) junto con la sensibilidad del
neumococo frente a las sales biliares (Neufold, 1900, 1902), son dos de las pruebas más
utilizadas en el diagnóstico clínico. Neumococo Elio posiblemente la primera especie
bacteriana en la que sc detectó resistencia in viva a un agente antirnicrobiano, la optoquina
(derivado de la quinina) (Morgenroth y Kauflaann, 1912). Hoy en día la resistencia de esta
bacteria a agentes antimicrobianos se ha incrementado nomablemente, acrecentándose el
peligro potencial de la misma. También ha sido neumococo la primera bacteria en la que se
ha estudiado la naturaleza onzimática de la lisis bacteriana (Dubos. 1937) y do la cual se ha
donado el gen do la primera autolisina bacteriana (García y cols., 1985)
1.1.2- Aspectos estructurales de las envolturas de neumococo
1.1.2.1— La pared celular
La pared celular do neumococo está compuesta del peptidoglicano y de los ácidos
teicoicos a 61 asociados. Su espesor oscila entre los 14-16 nm, y está estructurada en 6-8
capas de peptidogílcano dc 2 nm de espesor cada una (Toman, 1981). El peptidoglicano
bacteriano es un heteropolí mero formado por cadenas polisacaridicas interconectadas por
puentes peptidicos. La fracción pollsacarldica, está constituida habitualmente por la
alternancia de residuos de N-ace:ilglucosamina (NAO, 2-N-acetilanllno-2-desoxi-D.glucosa)
y ácido N-acetilmurámico «4AM, 2-JV-acetiiamino-3-C>-(D-1-carboxieíil)-2-dosoxi-n-
glucosa), unidos entre st mediante enlaces ¡3-1,4. Al ampo carboxilo de los restos de NAM
se encuentran unidas las cadenas peplidicas a lrav¿s de su grupo amino terminal. La
estructura del componente peptidico del peptidoglicano do neumococo ha sido estudiado
3
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por García-Bustos y cok. (1987, ¡990), gracias al empleo de croníatogratia líquida de alta
pr~~i¿~¡~ (Fig. 1). El principal péptido monomérico es el tripéptido (L—Ala—D-iGln—L—Lys) en
lugar dc un tetrapeptído (L—AIa—D—iGln—L—Lys—o—Ala), lo que puede indicar la presencia de
D,D y D,L-carboxipeptidasas. Existen además dos tipos de puentes interpeptidicos: el más
abundante es un j~ueflte cruzado L-Ala-L-Ser entre la O-Ala en posición 4 de la unidad
pepíldica donadora y la L-Lys de la í)OsiCióil 3 dc la aceptora; el segundo tipo de puente es
el enlace directo entre estos dos aminoácidos, D-Ala(4) y L4.yg3). Además de estos
aminoácid os, también se han encontrado, aunque en proporción minoritaria, Gly y Asp, los
cuales se supone que forman parte de puentes interpepíklicos (Fiseher y Tomasz, 1985).
Respecto a los ácidos teicoicos, podemos decir en general que forman parte de la
pared celular (le bacterias Gram-positivas y pueden constituir liasma 0110% del peso seco de
la célula. Son polimeros de ribitol 6 glicerol fosfato, en donde los monómeros se unen
mediante enlances losiodiester. En cl caso dc neumococo, so les ha denominado también
como polisacárido C y su naturaleza antigénica se atribuye a los restos de N-acetil
galactosamiria fosthto (Toniasz, 1981). Mediante técnicas inmunocitoquirnicas se ha visto
que se localiza no sólo en la superficie de los neumococos no encapsulados sino en las caras
internas y externas de paredes celulares aisladas (S~rcnson y cols, 1988). Constituyen cl 40-
50% del peso seco de la pared, estando unidos covalenbemente al peptidoglicano a través do
enlaces tipo fosfodiéster. Durante la sintesis de la pared celular, los ácidos teicoicos se van
incorporando al peptidoghcano insoluble y parece ser que el entrecruzamiento dcl
peptidoglicano actuaría como seflal para designar los restos de ácido murámico que pueden
incorporar cadenas de ácidos teicoicos (1?ischer y Tomasz, ]984). Se estima que debe
existir, por término nicdio, una cadena de ácido teicoico con 8 subuniclades por cada unidad
de tetradisacárido tetrapépddo (García-Bustos y Tomasz, 1987), En cuanto a su tUición,
los ácidos teicoicos son capaces de modular la actividad de las erízinias líticas, de activar la
ruta del complemento y pueden actuar como receptores de bacteriófagos (López y cois,
l982b).
Se ha propuesto que los ácidos teicoicos de £ p»ewnwnao están compuestos de
unidades repetidas de glucosa-tridesoxidiaminohexosa—A~—acetilgalactosamina-Ñ-
acetilgalactosamina-ribitol fosfato. Por cada unidad de ácido teicoico hay dos residuos de
fost’orilcolina situados en la posición 0(6) de los residuos de N— acetilgalactosamina
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(Vischer. 1993) (l’ig 1). 1 ~l85% dc la colina níacromolecular se encuemu ra un ida al écido
teicoico (13 ¡u ndish y linúd i ley, 1 QóS; Mosscr y Tomasz, 1970),
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& p¡me¿mmonlae presenta la peculiaridad de poseer un requerimiento nutricional
absoluto por la colina, pues la eliminación de la misma del modio de cultivo provoca un cese
del crecimiento (Rano y Subbarow, 1940). Se ha visto que su ausencia inhibe la síntesis y
liberación tanto del peptidoglicano como del ácido telcoico (Fischor y Tomasz, 1984). Este
requerimiento nutricional puede satisiboerso utilizando análogos estructurales <Badgor,
1944; Sanz y cok 1988), como la otanolamina, la cual neumococo os incapaz de metilar ¡u
ViVO (Tonrnsz, 1968), dando lugar a alteraciones fisiológicas importantes corno la no
separación de las células hijas, la incapacidad de lisarse al final de la luso estacionada de
creciíniento, la resistencia a la lisis inducida por desoxicolato y la incapacidad de
transtbrniarso (Tornas; 1968). Posteriormente so observó también la tolerancia a
antibióticos 0-lactán,lcos <Tomas; 1970) y la no Infección por Ihgos.
Las propiedades anómalas mostradas por las células EA, desaparecen mediante la
adición do colina a los cultivos do neumococo que contienen etanolamina. Las nuevas
unidades de ácido teicoico conteniendo colina so unen a los precursores del poptidoglicano
sintetizado simultáneamente (Tomasz y cols, 1975), fbrrnando complejos que se incorporan
en la pared, exclusivamente en la región ecuatorial de la misma (Briles y Toman, 1970;
López y cols, 1 982b). Durante cl crecimiento celular, se segregan de forma simétrica y
¡rnsnn intactos a las células hQas. Do esta manera todas las alteraciones fisiológicas
¡itancionaclas antorionnente desaparecen.
1 .as células cuya pared contienen EA poseen una enzima autolitica denominada
LytA, en una conformación que poseo una actividad muy reducida (~rma E) poro que
puede activarso <convenirse) a la firma catalhlcarnen:o activa (forma C) tras la
preincubacián de la misma a baja temporatura con paredes que contienen colina <Tomasz y
Wcstpltal, 1971).
t.l.2.2- la nicmnbrana plasmática
En cortes ulírafinos observados al microscopio electrónico la membrana plasmática
do neumococo posee la típica estructura trilamelar, con un espesor aproximado dc 9 nm
<Pig. 2) y con una comnposlcló¡i lipidica en la que destacan los gílcoilpidos, cl
fosfsidilgl¡ceroí, la cardiolipina y los lípidos neutros (Horno y cols., 1977; Tomasz., 1981;
S0renscn y cols., 1988).
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1.> o ce ni ponen te ¡sup itt a ¡u e dc la 1 ne¡iibra na es el a u! igeno <le Forssnía a, inc lécu la
niiii nitic a que ji esen ta tina es uncí u ia idéntica a la del ácido [dcclen en cii aíí w a unidades
repet ¡cías se refiere (1 clii y cok,, ¡ 9t.)2 l¼sclieiy cok., 1993), y que lleva material lipid ion
unido covaleíiteiiieíit e (se denonuna tarubíen acído Ii poteicoico o LTA). Se encuentra
u ni formeníente clis ribuido en la membrana plasmática con la fracción lípid ica anclada en la
bicapa lípídica, <liudando el resto cíe la molécula expuesto en la superficie (Sorensen y cols.,
1 ~ ) ¡‘1 15—20% de la colina de la envuelta celular fo rina parte de este antigeno, también
<le¡ioni iii fl<lo ¡i ¡it¡gene 1
Otras íroteí nas interesantes desde el punto <le vista funcional y que se localizan en la
inc¡ab ¡aíuí soíí las ¡uot cinas que un en pesí icilina 6 PB 1> S, el lCC421)t O r del ¡1w tor cíe
competencia (Toníasz, 1968), las proteínas implicadas en la unión del DNA exógeno
durante ci wocc~ de transformación genética (Toman. 1981) y la endonucleasa encargada
de digerir una de las dos hebras cíe DNA t ransioriiiaflte, requisito indispensable para la
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1. 1.2.3— La CÚI)5 iiiii
Durante ¡michos años la cápsula ifie considerada resí,onsable de la virulencia
producida por neumococo. Esto se basaba en la observación de que todos los aislados
clínicos eran cápsulados (smooth), mientras que los derivados no capsulados (rough) de
dichas cepas, eran completamente avirulentos. Aún no se conoce bien el mecanismo por el
cual la cápsula provoca virulencia, aunque si se sabe que presenta propiedades
antithgoeitniias (Paton y cola, 1993). El espesor de la cápsula varia entre 200 y 400 mii
dependiendo de las estirpes. Aunque no se conoce con precisión si la cápsula se encuentra
ti ¡iida a la pa cd cclu Lar por algún tipo cíe interacción, se ha descrito que en algu nos tipos
capsulares puede unirse al peptidoglicano mediante enlaces covalentes (S0rensen y Blom,
1992; Sorensen y cola, 1990). La cápsula es de naturaleza polisacaridica y también recibe el
nombre de sustancia SSS (specitic soluble substance). Se conocen 84 serotipos de
neu¡uoeoco, que se diferencian entre si, tanto por los monosacáridos que constituyen la
cápsula eoí>io por el tipo de enlace entre los mismos, Los 84 serodpos se agrupan en 46
grupos, si bien hay serotipos cotí antígenos comunes que pertenecen a distintos grupos
(bu¡íd y 1 lenrichsen, 1978)
1.2— CIastr¡dium ¿wetoh¡¿t¡’Iic¡¿n¡
¡ .2. 3— Pro p ¡ccl a des dc U acetob¡~tyhcuni y clasificación
¡U género (‘/nv/ric/iun, abarca tinas lOO especies de microorganismos anaerobios,
Omm-positivos, lbr¡naclores de endosporas, pertenecientes a lineas filogenéticas separadas.
Se incluyen especies psicrófllas, mesófilas y termófilas, mostrando una amplia diversidad en
cuanto a la morfología, el metabolismo y los requerimientos nutricionales, variando su
contenido en &¡C entre un 24-54 ml %. A finales del siglo pasado todas las especies
aisladas <leí género ClosIÑIlun: se clasificaban en patógenas y no patógenas. El primer
grupo se caracterizaba por la producción de potentes toxinas, mientras que el segundo
presentaba distintas propiedades, como la capacidad de Ajar nitrógeno, producir solventes,
secretar enzi¡uas responsables de la degradación do polimeros, etc. El papel más importante
que desempeñan cii la naturaleza es la degradación de material orgánico, polímeros tales
como almidón, celulosa, líemicelulosa y proteínas. Muchas especies secretan enzimas conio
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amilasas, celulasas, proteasas y colagenasas, algunas de las cuales son de gran interés
bioteenológico (Salia y cols., 1989). Las especies de (VosIridhnn mejor estudiadas son las
pat Ógcmis í~1i’a el hombie (< 1 hr»uIi,nun, (1 di//kl/e, U pL’tfrbzgunx), U ¡her,nocellum por
su capacidad de degradar la celulosa a elevadas temperaturas y bacterias como C.
acciohuÑicuin, U. /wQVr¡wkit U tutat;omo;phum y U auranlib¡ayricum (Rodgers, 1986)
¡esponsables de la fermentación acetobutilica. U. acefobuivllcum es hasta ahora el
iuicrooíganínio mejor caracterizado y el mejor productor natural de butanol.
Fue \•Veizman e¡i el año ¡916 quien desarrollé la explotación a gran escala de la
i~r¡uentaciÓn acetobutilica, estableciéndose la primera planta (le producción en Inglaterra. A
partir de la primera estirpe productora se han venido utilizando otras estimes productoras
que se asemejan a la de Weizman en cuanto a la producción de acetona y butanol quedando
tipificadas como la misma especie. En la tabla 1 so muestran las estirpes mejor
caracterizadas de (1 acc.íwbwvhcw,¡, siendo la estirpe MCC 824 la cepa tipo. A pesar de
que todas estas estirpes son capaces de llevar a cabo la fermentación acewbutliica, se ha
visto que presentan importantes diferencias fenotipicas y genotipicas (Wilkinson y cois.,
1995). Dada la heterogeneidad del grupo era interesante conocer cuales son clasificables
como U ac¿uoh,ayIic¡~n¡ y cuales no.
li L>l¿~ 1— ICst írpes de CIostrid¡¿un ocetohutylic¡¿n¡
lLst upe Refbre¡icia
ATCC 824 Croux y cols., 1992b
NC’lB 8052 García y cols., 1 988b
I~262 Woolley y Morris, ¡990
DSM 1731 Woollcy y Morris, 1990
Hongo, 1960
a Esta cepa fue antiguamente denominada (.1 sac/;aroperbuíy/aec¡onicum
En los trabajos realizados por Wooliey y cols. (1990), se llegó a la conclusión de
que al menos cuatro de las cinco estirpes mencionadas anteriormente podrían subdividirse
en dos grupos claramente diferenciados en cuanto a su crecimiento, características
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fisiológicas, bioquímicas y de fermentación, suniándose la poca o nada de homología entre
sus DNAs. Las cepas MCIII 8052 y P262 comformar¡an un grupo y la cepa DSM 1731 y
ATCC 824 comformaria el otro. A. su vez, los estudios de especrofbtonietr¡a de masas por
pirolisis (Wilkinson y cols., 1995) así como el estudio de los sustratos fernientables por
dichas cepas (Woolley y cols., 1990) marcó ciertas dilbrencias entre las estirpes NCIB 8052
y la P262, quedando incluso esta última más relacionada con la cepa 141-4081 (derivada de
la 141.4) (Wilkinson y cols., 1995). Con respecto a las diferencias fenotipicas, parecen estar
relacionadas con la composición de los ácidos teicoicos de pared y la actividad de sus
enzimas líticas corno veremos en apanados posteriores (Podvin y cols., 1988; Croux y
García, 1991). En relación a las diferencias genotipicas, Wilkinson y cols. <¡993) hicieron
un estudio del tamaño del genonia do dichas estirpes mediante la técnica de elecíroforesis en
campo pulsado, distinguiéndose claramente tres grupos. Las estirpes NCW 8052 y NI-408 ¡
tenían un tantalio del DNA genómico de 6,5 Mpb con un perfil de restricción idéntico. Las
estirpes ATCC 824 y DSM 1731 presentaban unos tamaños de 4 y 3,5 Mpb
respectivamente, siendo los perfiles de restricción dcl DNA muy similares. La estirpe P262
presentaba, sin embargo, un tamaño del DNA. genómico de 2,85 Mpb. A estos estudios hay
que sumar las comparaciones de las secuencias de los rRNA ¡68 que confirmaron la
estrecha relación emttro las estirpes ATCC 824 y DSM 1731, al presentar idénticas
secuencias. La estirpe NCIB 8052 mostraba un 7% de divergencia frente a las estirpes
anteriores, siendo su secuencia ¡00% idéntica con el rRNA 1 GS de CZ lrn</erInckll.
indicando que estas estirpes representarlan la misma especie. La estirpe ¡>262 se encuentra
bastante relacionada con las anteriores aunque mostraba cierta divergencia. Otras
diferencias interesantes a destacar entre estas estirpes son, por ejemplo, la presencia de un
sistema de restricción activo en la estirpe ATCC 824 6 la capacidad de movilizar plásmidos
desdeK col! a la estirpe NCIB 8052 pero no a la MCC 824 6 P262.
Todos estos datos venían a reafinnar aún más la heterogeneidad de todas estas
estirpes, las cuales podrían no constituir la misma especie. Estas investigaciones, sugirieron
a Wilkinson y cols. (1995) que el nombre de C acwobuiyllcnm debería restringirse
exclusivamente a aquellas estirpes gen6ticamente relacionadas con la estirpe tipo ATCC
824, considerando que la estirpe NCIB 8052 deberla denominarso C ZwfJer¡nckII.
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1.2.2— 1w p oit»nema ¡u d íistrial la ferín entacién acetobutilica (AB)
cwetohuívlirum ha sido uno de los microorganismos más ampliamente utilizados
para el desarrollo a gran escala de la fermentación acetona—butanol (Jones y Woods, 1986).
Durante la primera guerra mundial, el coste de producción se invirtió en la producción de
acetona ¡ara la elaboración de municiones, pues rio existía un mercado pata el butanol, el
cual constituía cl 60% de la producción de solventes. Después de la guerra, con el
desarrollo cíe la industria automovilística, co¡nenzó la <lomada <le butanol, incrementándose
el rendimiento del proceso <le fermentación mediante la tít ilización de cepas más
producwras de dicho solvente, Al mismo tiempo se hicieron grandes esfuerzos para trabajar
en tina planta de fermentación integrada, donde los solventes se obtenían por destilación y
los gases emanados se separaban y se recogían, utilizándose el CO2 como gas comprimido
para la producción de nieve carbónica y el ~‘2 para la producción cíe metanol o la
líidro~~enncióíi de aceites en la producción dc margarina. Los residuos sólidos cíe la
lermení ación se vió que cian ricos en riboflavina, utilizándose como complemento cii los
idi meíitos ínua a ni males. A pesar de que la fermenuición acetona—butanol sobrevivió durante
la segunda guerra mundial, no podía competir con la producción química de solventes a
partir del petróleo por las siguientes razones: i) la necesidad de una Riente de carbohidratos
como sust ¡ato <leí proceso fermentativo, cuyo l)recio fluctúa según la cosecha, la demanda
<leí mercado y la intervención <leí gobierno; u) los problemas derivados <leí coste adicional
íuc su pone la eliminación o reciclaje de los productos de desecho; iii) el alto coste que
supone el proceso <le destilación para la separación de los solventes orgánicos comparado
con el proceso <le condensación utilizado en las plantas petroquímicas, donde la mayor parte
cíe los procesos tienen lugar cii rase gaseosa. Para hacer conipetitivo el proceso de
lermentación es necesario mejorar, no sólo el proceso microbiológico sino también la
rigeni crí a bi oq u mil ca.
En la figura 3 se resumen las principales rutas metabólicas del proceso cíe
fermentación, Durante el proceso do fermentación podemos distinguir dos fases fisiológicas
diferentes, La Ibse inicial <le la fcrnieiitación está asociada con el crecimiento celular
exponencial, es la denoiyiinada (‘ase acidogénica y se caracteriza por la producción de ácido
acético, butírico, hidrógeno, dióxido de carbono así como lactato en algunas ocasiones,
dando todo ello lugai a tí¡ia disminución del pH del medio. Durante la segunda etapa de la
fermentación, denominada solventogénica, la ¡asa de crecimiento disminuye y sc produce un
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cambio de la producción de ácidos hacia la producción de solventes (etanol, acetona y
butanol). Este proceso va acompaflado de una disminución del hidrógeno molecular y un
aumento en la producción de dióxido de carbono. For otro lado, los ácidos producidos en la
etapa anterior son reasimilados, incrementándose el pH del medio de cultivo (Jones y
Woods, 1986). Se ha visto que la producción de acetona durante la rase solventogénica está
directamente ligada a la reutilización de acetato y butirato generados durante la Case inicial
<le la (‘erineitación a través de la actividad de la acetil CeA transt’erasa, lo que implica que
no puede haber un consumo cíe ácido sin la producción equimolecular de acetona
(llartmanis y unís., 1984). Esto indica, que en un cultivo discontinuo no se podría obtener
un buen rendimiento en la producción de butanol sin el consiguiente consumo de ácidos que
llevan a la producción de acetona. Sin embargo, experimentos recientes han demostrado que
la producción de acetona no necesita estar directamente emparejada con la formación de
butanol, puesto que la adición dc acetato en condiciones de exceso de glucosa resulta en un
marcado incremento en la producción cíe acetona, pero no en la producción <le butanol
(Mat¡a—EI—Aíuouri y cok., 1985). La reutilización de ácidos parece más bien significar un
mecanismo de destoxiticación de las células. La etapa final de la f’ernientación tiene lugar
cuando la concentración de solventes llega hasta niveles inhibitorios, cesando el
metabolismo celular.
Una (le las mayores limitaciones de la fermentación AB es la baja concentración de
solventes al final del p~e~ de fermentación. El proceso de fermentación discontinuo sc
detiene cuando la concentración do solventes llega a 18-22 g/l (Jones y Woods, 1986). La
baja concentración de solventes al final del proceso de fermentación implica que la
recuperación cíe los mismos por destilación es un proceso energéticatuente desfavorable al
que hay que añadir todo cl coste de producción. El efecto tóxico del butanol se manifiesta
cuando sc encuentra presente en cl medio en concentraciones de 12 y 16 gIl. El mecanismo
cíe la toxicidad del butanol no está todavía muy bien estudiado pero parece ser que es
debido a una alteración en la membrana celular (Ingram, 1986; ]-Tutkins y Kashket, 1986).
1.Ssta parece ser también la causa de la toxicidad del etanol en bacterias niesófilas y
levaduras. La potencia dc estos alcoholes como inhibidores parece ir ligada a su solubilidad
en lipidos. Tanto el etanol como el butanol son moléculas antipáticas, una situación que les
permite unirse a la región hidrofóbica de la membrana, incrementando por otro lado, la
polaridad de la misma. Esto trae consigo un doble efecto: tina disminución de la eficiencia
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de la membrana como barrera cíe l)ernieabilidad selectiva, provocando incluso roturas en la
misma, y una al teinción en la o¡gani~acioii dc los ¡‘osfolipidos y prot ci mu (le membrana.
Mi nq tic el md o (le acción dcl bu t a no 1 y del etanol presenten similitudes, sus mecanismos
especiheos parteen ser di lerentes (lngram, 1986). La mt roducción <leí bu tanol en la
membrana parece incrementar la fluidez de la misma Favoreciendo su rotura, Sc ha visto que
la adición de butano! provoca una disminución cte la actividad ATPásica ligada a la
membrana, ~¡c\’ocando un colapso en cl gradiente dc pl 1 debi<io a la alteración <le la bo niba
cíe protones (Moreini y cok., 1981; llowles y ElleÑon, 1985; Ciott~vald y Ciottschalk,
l 985) la adición tic butanol provoca también una disminución en el nivel <leí Alt’
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l?igur¡.a 3— Rutas hioqurnínícas <le la Ic,mcnu¡ción acetobufíiicn, t,:ís flechas negras






La toxicidad del butanol se ha visto también ligada a la autolisis de las células
productoras de solventes mediante la inducción y libemción de autolisina. Un mutante
píciotrápico deficiente en la actividad autolítica, (he más resistente a la degeneración celular
en presencia de butanol, produciendo además mayores concentraciones de solventes y
butanol que las estirpes parentales. (Van der Westhuizen y cols., 1982). De todo esto
resulta evidente que una mayor tolerancia de las células al butanol supondria una mayor
producción de solventes.
La manipulación de las células productoras de solventes para evitar la degeneración
celular, así como la resistencia a autolisinas, bacteriocinas y bacteuiófligos. podría mejorar la
estabilidad do las estirpes utilizadas para la producción de solventes en procesos de
tbrnientación continuos o discontinuos.
1.2.3- Asínctos estnacturales de la pared de C ewe¡obutyflcurn
Sólamente algunos trabajos y relativamente antiguos, son disponibles sobre la
estructura del peptidoglicano del género Ckxarkllum. Takumi y Kawata (1970) y Cunímlns
y Johnson (1971) determinaron, para diferentes especies de dicho género, la presencia de m-
DMP, alanina y glutámico como los aminoácidos presentes en el peptidoglicano, a una
concentración coherente con la fbmíaclón de puentes directos entre las unidades
tetrapoptidicas. Este tipo de estructura ¡be la que establecieron Ogata y cols. (1975) para el
caso de c: acewlnaylkwm NI-4. fin el caso de la cepa tipo ATCC 824, excepto la presencia
de ¡ii-DM1>, no se tiene ninguna ln¡brníacióa adicional sobro la estructura de su
peptidoglicano.
No se lía descrito en la literatura ninguna purificación ni caracterización de los
ácidos toicoicos o lipoteicoicos, salvo la presencia colina en los ácidos teicoicos de pared de
U aceflob¿¿¡yllcum 1.11-4 (Podvin y cola., 1988). La Identificación de una enzima lítica de
pared en C. ace¡ohu¡yllcu¡í¡ NCII3 8052 capaz de degradar paredes de neumococo
conteniendo colina, sugiero la presencia de este aminoalcohol en las envueltas celulares de
dicho microorganismo <Garcí a y cok, ¡988).
1.3- Otros mIcroorganismos
Aunque sólo se lía descrito la presencia de proteínas con dominios de unión a colina
en & pmn¿mon¡ac, & oro/tv y en algunas estirpes de C acflobídyllcmn, la colina es un
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componente estructural de la pared de otros estreptococos (Krlpper-Bilz y cols., 1985)
(‘fabla 2).























Ronda y cols. (1988) estudiaron la expresión del gen IyiA que codifica para la
amidasa cíe neumococo dependiente de colina en 8. oía/ls aprovechando la presencia de
colina en la pare<i cíe este microorganismo. La expresión de dicho gen en & oralls provocó
su lisis aunque sólo tras la inducción con detergentes. Extractos dc 8. oro/ls fUeron
utilizados para medir actividad Utica sobre paredes <le neumococo, detectándose tina
pequefla actividad sobre las mismas que se caracterizó posteriormente como una
fosforilcolin esterasa (Ronda y cols,, 1991). Es posible que esta proteina posea un dominio
de unión a colina que permita el reconocimiento de las paredes de neumococo al igual que
la amidasa LytA es capaz dc reconocer las deS. oro/ls.
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2- EL DOMINIO DE UNIÓN A COLINA: PROTEÍNAS CON CAPACIDAD DE
UNIÓN A COLINA
2.1- Autolislnas de neumococo
Las autolisinas son enzimas que hidrolizan uniones especificas de tos
peptidoglicanos, solubilizando las paredes bacterianas con la consiguiente lisis de la
bacteria, de ahí que antiguamente se denominasen “suicidasas”. La presencia de enzimas
autoliticas en bacterias tanto Ornan-positivas como Oram-negativas es un fenómeno casi
general, aunque sólo cuí algunos casos se conoce su mecanismo de acción. También se ha
descrito su presencia en hongos y levaduras. Atendiendo a la especificidad del enlace
hidrolizado existen cuatro tipos de enzimas líticas (Ng. 1) (Rogers. 1974):
i) Olicosidasas, que hidrolizan la cadena glicánica del peptidoglicano. lintre ellas se
encuentran las caído N-acetilglucosaminidasas, que liberan fragmentos con residuos de
NAM en el extremo reductor, y las endo~N-aceíilmuramidasas, que liberan fragmentos con
residuos de NAO en el extremo reductor.
u) JV-acetil muramil-L-alanlI amidasas, que hidrolizan el enlace amida entre la Ir’
alanina y el NAM.
iii) Baidopoptidasas, que rompen la cadena peptídica del peptidoglicano, y de las
cuales se han descrito vados ejeníplos según el enlace roto dentro del p¿ptido.
iv) ‘rransglicosilasas, las cuales liberan grupos no reductores de NAM.
Las autolisinas más ampliamente distribuidas son las amidasas y las
glucosaminidasas, que en la mayoría de los casos se presentan simultáneamente en el mismo
organismo, como ocurre en el caso de & ¡menrno¡¡Ia.. Las enzimas líticas de este
microorganismo requieren para su actividad de la pmencia de colina en los ácidos telcoicos
de pared como se podrá deducir de lo expuesto a continuación.
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2.1.1— La amidasa LytA
Es la enzima litica mayoritaria presente en neumococo. Fue parcialmente
caracterizada por 1loxvard y (iooder 0974) como tina N—acetil—muramil—L—alanil—amidasa.
Un año después [lic purificada a homogeneidad electroforética (¡kltje y Tomasz, 1976).
Presenta un peso molecular de 36.000, que coincide con el deducido de la secuencia de
aminoácidos (García y cols., 1986b). El gen se ha donado y expresado en E. ccli como la
forma inactiva o tbrma E (Toníasz y Westphal, 1971), siendo ésta por tanto el transcrito
primario del gen (Garcia y cok., 1985). La forma E inactiva puede transformarse en la
lbrma (3 activa tras la incubación a baja temperatura con paredes que contienen colina o
simplemente con coli¡ía. La actividad de la anddasa es totalmente dependiente dc la
presencia de los residuos de colina en los ácidos teicoicos de pared. Tanto la eliminación de
los ácidos teicoicos de pared como la utilización de paredes celulares en las cuales los
residuos de colina se han sustituido biosintéticamente por etanolaanina, no son hidrolizados
por la etizinia (HÓlUe y Toníasz, 1975b; Mosser y Toníasz, ¡970). La conversión de las
paredes celulares EA a paredes con colina, mediante metilación quimica in i’ifro, hace a
éstas sensibles a la acción de la autolisina, Puesto que la única diferencia entre las paredes
EA y las paredes con colina es el aminoalcobol, la actividad hidrolitica de la autolisina
requiere la interacción con los residuos de colina de los ácidos teicoicos (HOltje y Tomasz,
1975b), Es muy probable que la autolisina se tana a su sustrato a través cte la colina en un
~ ¡)revio a la hidrólisis <leí enlace amida (Ciudicelli y Tomasz, 1984). El principal papel
<le los residuos de colina es actuar <le ligando de adsorción facilitando el ataque de la enzima
soluble a su susírato insoluble (Giudicelli y Tomasz, 1984). La dependencia de LytA por la
colina, así como la inhibición por la misma, desaparece en presencia de un peptidoglicano
soluble, de lo que se deduce que el requerimiento por la colina va unido a la naturaleza
insoluble del sustrato (García-Bustos y Tornasz, 1987). Además, el mecanismo de
<legradación de la pared celular no es el mismo ja vivo que ¡a yUyo (García Bustos y
Tomasz, 1989). La diferencia no estriba en la preferencia por un tipo u otro de unidad
peptidica sino en el grado de degradación En la hidrólisis ¡a vivo, más del 94% de las
Lini<lades pcptklícas se encuentran unidas al complejo azúcar-ácido teicoico, lo que implica
que la hidrólisis debe tener lugar mediante la ruptura de enlaces amida estratégicamente
situados entre las distintas capas que constituyen cl peptidoglicano, penianeciendo intactas
las uniones interpeptidicas de cada lúauina,
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La fUnción de la amidasa, ha podido ser estudiada gracias a la obtención de mutantes
LytL El primer mutante autolisina negativo (cepa cwl-1) Ríe aislado por Lacks (1970). La
mutación presente en la estirpe cwl- 1 representó el primer caso de mutación del gen
estructural dc una autolisina bacteriana. La alteración presente en el gen /yt44 corresponde
a la transición de CG a TA, provocando un cambio de una glicina por un resto de ácEdo
glutámico y alterando el perfil liidropático de la proteína (García y cols., 1986a). Se
caracterizó otra mutación en el gen ¡y/A que se denomino fy/-32 (cepa M32) y que consiste
en una mutación sencilla por deleción de un par CC, apareciendo dos codones de
terminación. Este ¡he el primer mutante descrito defectivo en la actividad amidasa (López y
cols., 1986). Finalmente se aisló y caracterizó el primer mutante delecionado en el gen ¡y/A
y que se denominó M3 1 (Sánchez..Puelles y cols,, l9SGa,b). El aislamiento de esta cepa
permitió el estudio del papel biológico que desempeña la principal autolisina de neumococo.
Este mutante crece a 370(3 forniando pequeñas cadenas, no se autolisa al final de la fase
estacionaria de crecimiento, ni en presencia de detergentes y exhibe una respuesta tolerante
frente los antibióticos fl-lactámicos, ‘Podas estas caractejisticas revierten cuando se clona y
expresa dicho gen en el mutante (Ronda y cols., ¡987). De la existencia de este mutante se
dedujo que la amidasa LytA no era un enzima indispensable para adquirir el estado de
competencia ni para la multiplicación celular. Se ha sugerido también que esta enzima
participa como uno de los factores desencadenantes de la virulencia (l3erry y cok., 1989),
2.1.1,1— Proceso de conversión
Se sugirió que el proceso <le activación de la autolisina LytA (conversión) implicaba
algunos cambios estructurales o conformacionales de la fornía E, esenciales para el proceso
catalítico (PlÓltje y Tomasz, 1976). Las células EA de neumococo contienen una forma
inactiva de la amidasa o forma E (Tomasz y Westhpal. 1971). La forma lii de la amidasa
puede ser convertida ¡n vino a la forma activa ó forma C tras la incubación con paredes
celulares que contienen colina (Tomasz y Wesíphal, 1971) o en presencia de 2% de colina
(I3riese y ¡Iakenbech, 1985). Dependiendo del tipo de conversión, parte de los ácidos
teicoicos conteniendo colina o moléculas de colina libre, se unen de manera no covalente a
la forma (3 activa dando lugar a una fornía de altoAdr(500000) ó debajo M< (36.000) según
el caso. Hay que señalar que la forma activa de alto Mr no es debida a la formación de
agregados de la enzima sino el resultado de la unión de la enzima a los ácidos teicoicos de la
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pared celular. Por otro lado, tina prolongada diálisis de la forma C de bajo M~, resulta en la
reconversión a la forma inactiva E indicando que la actividad de la forma (3 es dependiente
de las moleculas <le colina unidas a la enzima (Hdltje y Tomasz, 1 975b; ]3riese y
Hakenbcck., 1985). Los trabajos realizados por Sánchez-Puches y cols, (1987),
demostraron que la región (3-terminal de la proteína está implicada en el proceso de
activación de la enzima y aunque la región C-terminal no es esencial para la actividad
catalítica sí se requiere un (3-terminal intacto para conseguir tina Limcionalidad completa.
Estos mismos autores lían visto que los II últimos aminoácidos de LytA son esenciales para
el proceso de conversión pues la deleción de los mismos mediante manipulación genética,
da lugar a una foriiia de la amidasa que no requiere del proceso de conversión. Estos
últimos 11 aminoácidos corresponden a una cola hidrofóbica que podría interaccionar con
otras regiones líidrofóbicas de la molécula o quizás con la membrana celular, plegando la
enzima de tul manera que el centro activo permanezca escondido. En la conversión, la unión
<le la forma IS de la amidasa a la colina, modí licaria el plegamiento anterior presentando el
centro activo al sustrato.
Un gran numero <le compuestos con una estructura química similar a la <le la colina
son capaces de convertir la forma E de la aníidasa a la forma C. De la utilización de dichos
compuestos se ha deducido que las alquilaminas terciarias son las estructuras mínimas que
se requieren para la activación catalítica it: í’ilro <le la forma E de la ainidasa. Por otro lacio,
la presencia <le sustituyente polares en estos análogos bloquca el proceso de activación,
pudiéndose especular sobre la irriportancia de la interacción hidrofóbica entre los derivados
de colina y los doníinios hidrofóbicos de la forma E de la amidasa para la activación
catalítica de la enzima (Sanz y cols., 1988). Algunos cíe estos compuestos se han utilizado
con éxito para la ráíuicla purificación de la amidasa así corno de otras enzimas líticas
dependientes cíe colina (García y cols. 1987; Sanz y cols. ¡988)
2.1. 1.2— 1 nh ibidores <le la actividad catalit lea
Se han descrito al menos <los inhibidores de la actividad lítica cíe Ja amidasa: el ácido
lipoteicoico y la colina. La inhibición por el VÍA es de tipo no competitivo siendo el
proceso reversible tras la adición de desoxicolato sádico (DOC) (¡-lólíje y Tomasz, 1 975a).
La interacción entre el LTA y la amiclasa se utilizó para la purificación de la enzima
mediante cromatogralia de afinidad en columnas de .LTA-Sefarosa (Brioso y Hakenbeck,
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1985). La proteína se dula con colina lo que iniplicaba que la unión enzinia-LTA se llevaba
a cabo a través de los residuos de colina. Por otro lado, la enzima purificada resLiltó ser la
tbrnía (3 activa en contra de lo que se esperaba dado el carácter inhibidor del LTA. Se sabe
que la presencia de lípidos en el LTt\ conduce a la formación de micelas en solución acuosa
las cuales impedirían el acceso de la enzima a su sustrato actuando, por tanto, como
i:ílíibi<iores de la actividad lítica, La adición de lipasa o de DOC impedirían la formación de
agregados micelares lo que explicarla la clesinlíibición de la enzima lítica por LTA tras la
adición de ambos compuestos. Interacciones similares parecen tener lugar en las fracciones
de niembiana procedeiítes cíe células multiplicadas en presencia de colina, lo que sugiere
que la amidasa perníanece unida a los restos de colina del LTA. El LTA podría actuar in
i•’ií’o como tina barrera topológica, uniendo la enzima a través de sus residuos de colina e
impidiendo el acceso a su sustrato como consecuencia de la formación de agregados
micelares (I3riese y Hakenbeck, 1985).
Al igual que con el LTA, la adición de altas concentraciones de colina (2%) o
fosforilcolina a un cultivo de neumococo provoca la aparición de células con un fenotipo
Lyt (I3riese y Hakenbeck, [985). La inhibición por colina es un efecto de tipo no
competitivo, lo que sugiere que la adsorción de la enzima a la pared celular tiene lugar a
través de un sitio diferente al centro catalítico (Giudicelli y Toniasz, 1984). Esto último ha
sido corroborado posteriormente, como veremos más adelante.
2. 1. 1.3— Regulación ednlar
Las autolisinas bacterianas son enzimas que deben ser translocadas a través de la
membrana citoplásmica, para llegar a su lugar de acción, Ja pared celular. Por otro lado,
estas enzimas, debido a su acción bacteriolitica, deben estar estrictamente reguladas. En el
caso deS. pncu:no¡:iau esta regulación se lleva a cabo a nivel postraduccional.
i3riese y Hakenbeck (1985) determinaron que en el citoplasma celular de &
p>wun:onkw la forma E de la amidasa LytA constituye un 40% de la amidasa celular,
mientras que el resto del enzima se encontraba asociado a la membrana plasmática corno la
forma (3. La enzima asociada podía liberarse con colina, lo que sugeria una interacción
específica con los residuos de colina que forman parte del LTA de la niembrana. En células
EA, la amidasa se localiza exclusivamente en Ja fracción soluble, aunque la cantidad
detectada era similar a la presente en células que se multiplicaban en presencia dc colina, La
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forma E es el precursor de la tbrma (3 o proenzima <García y cols., 1985), mientras que la
conversión a la forma (3 tendría lugar después del transporte a través de la membrana
plasmatíca tras la interacción con los residuos de colina del LTA. Puesto que la actividad
catalítica de la autolisina tiene un absoluto requerimiento por colina, la eliminación de la
misma bajo la acción de la fosfocolinesterasa <HÓltje y Tomasz, 1974) creada zonas
resistentes a la acción de la autolisina a la vez que afectaría al poder inhibidor del LTA.
La amidasa, en células de neumococo cultivadas en presencia de colina, se ha
localizado ííiediante microscopia electrónica en el septo de separación de las células hijas, lo
que sugiere la intervención de la autolisina en el proceso de división celular (Diaz y cok.
¡989). Mediante análisis inmunoqulmicos y estudios de fraccionamiento celular se observó
que la amidasa producida en E. cok se localizaba en la periferia celular, bien soluble (15%)
o bien asociada por interacciones débiles (65%) a la cara periplásniica de la membrana
interna, listos resultados permiten especular con la posibilidad de que la amidasa LytA en 1S.
pneumoni<w pudiera asociarse a la cara interna de la membrana celular, probablemente a
través de la interacción entre la carga negativa de los fosfolípidos de membrana y alguno(s)
<le los 42 aminoácidos cargados positivamente de la enzinía (García y cols., [98Gb).
Posteriormente, la proteína seria translocada a la cara externa de la membrana a través de
un mecanismo que no implica el procesamiento de un péptido señal y que podría ser común
para la secreción <le otras autolisinas. La amidasa LytA, una vez localizada en la cara
externa de la membrana celular interaccionada con el LTA que contiene colina, lo que
provocaría tanto la conversión cíe la enzima como la inhibición de su actividad por
atrapamiento micelar (l3riese y Hakenbeck, 1985). La amidasa se mantendría así regulada
(inhibida) durante la mayor parte <leí crecimiento celular, y sólo localmente (en la región del
septo de la célula) y en determinados momentos de dicho ciclo (durante la separación de las
célula hijas) la enzima quedaría libre de regulación y ejercerla su actividad. La actividad
amidásica se vería también libre del efecto inhibidor de LTA mediante alteraciones que
ocurren en la célula al final de la fase estacionaria de crecimiento (ausencia <le nutrientes) ó
mediante la adición al medio de antibióticos (Tomasz, 1979; Horne y cols., 1977).
2.1.2- Caracícristicas de la glucosaminidasa
El aislamiento <leí mutante M31, completamente delecionado en el gen 1yt4,
permitió la detección de una nueva actividad lítica que lite caracterizada como una
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glicosidasa (Sánchez-Puelles y cols. 1986a). La supresión de la fuerte actividad amidásica
presente en todas las cepas de neumococo, hacia de la cepa M3 ¡ una cepa ideal para la
purificación de la nueva actividad litica, paso esencial para la asignación de un papel
biológico a esta nueva enzima. Dicha enzima lítica fue purificada a homogeneidad
electroforética asignándole un A’tr de 64.000 (García y cols, 1989). La colina de los ácidos
teicoicos de pared condiciona la actividad de la enzima al igual que se había descrito para la
amidasa LytA (Giudicelli y Tomasz, 1984). Esta enzima es capaz de degradar las paredes
que contienen colina pero no paredes con etanolamina y su actividad se inhibe en presencia
de colina y de [JA, aunque no es reconocida por el antisuero contra la LytA. Su
temperatura óptima de actuación es 300C aunque no se excluye la existencia de actividad a
370(3 temperatura óptima de crecimiento de neumococo. De hecho, la curación fenotípica
de la cepa M3 1 con dicha enzima a 370 conduce a la lisis del cultivo al final de la fase
estacionaria de crecimiento, revertiendo al fenotipo de la cepa salvaje. Estos resultados
demuestran que la glicosidasa se comporta como una autolisina que se mantiene bajo
regulación, Se lía sugerido que las autolisinas presentes en cantidades minoritarias
intervienen en el remodelado de la pared celular durante el crecimiento, así como en la
consecución del estado cte competencia para la transformación genética (Kawamura y
Slíocknian, 1983).
La donación del gen que codifica para la glucosaminidasa así corno la obtención de
mutantes <le la misma, permitida elucidar el posible papel biológico desempeñado por esta
enzima.
2.2— Características de la PspA (Proteína A de supeficie de neumococo)
La proteína PspA se ha identificado como la única proteína de superficie de
neumococo que posee propiedades inmunogénicas y de virulencia, Se encuentra presente en
todas las cepas de neumococo analizadas presentando variaciones de tipo serológico y en
relación a su peso molecular (Crain y cols,, 1990; Waltman y cols., 1990). Esta proteína
presenta un A’Ir deducido de la secuencia de nucícótídos de 65.380, el cual no coincide con
el estimado por SDS-PAGE de 84.000 Da. La estructura deducida a partir de la secuencia
de aminoácidos revela la existencia de tres dominios estructurales diferentes que confieren
distintas piopiedades a la proteína: un dominio cargado correspondiente a la parte N-
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terminal de la proteína con una estructura secundada predoníinantemence en a—hélice, un
dominio rico cii prolina y un dominio (3—terminal constituido por diez repeticiones de 20
aminoácidos que termina en una cola líidrofóbica de ¡3 aminoácidos. Este último dominio
presenta una alta homología con el dominio (3-terminal de unión a colina de las enzimas
líticas de .9. pneuinoniae y sus bacteriófagos, estando estructurado de la misma manera,
mientras que el dominio N-terminal presenta homología con las proteínas M del grupo A de
Y. pyoge,ws, proteínas de superficie que carecen de una región C-terminal con repeticiones
en landen:. De ello se deduce que la PspA seria el resultado de la unión de dos dominios
proteicos diferentes, procedente cada tino de ellos de una familia de proteínas distinta y que
durante el curso de la evolución se habrían fisionado para constituir tina nueva proteína
fUncional con un mecanismo de unión a la superficie bacteriana diferente al de otras
proteínas de superficie, al carecer del típico dominio de anclaje que presentan estas últimas
(Yother y Briles, 1992a). La expresión de proteínas PspA truncadas tanto en el dominio N-
terminal corno (3—terminal lía permitido asignar propiedades a los diferentes dominios de la
niolécula. El análisis de las proteínas truncadas en la región repetida (3-terminal demostró
que la variabilidad antigénica va asociada al dominio N-terniinal en a-hélice de la molécula,
siendo ésta probablemente la parte expuesta en la superficie. Algunas de éstas proteínas
fUeron secretadas al medio de cultivo en vez de permanecer asociadas a la célula,
requiriéndose la deleción de al menos cinco de las repeticiones para evitar el anclaje de la
PspA a la envoltura celular y ser secretada al exterior (Yother y Driles, 1992b), Respecto a
la variabilidad en las ¡nasas moleculares de la proteína PspA en diferentes cepas, es
atribuible tanto a la mitad (3—terminal como N—terníinal (Yother y cois., 1992b).
Se ha demostrado que PspA actúa como tina proteína integral de membrana <leUdo
a la interaccióíí de su (3—terminal con los residuos de colina del LTA cíe la membrana,
quedando el dominio de prolina dentro de la pared celular y el N-terminal expuesto en el
exterior. Dicha interacción no requiere del extremo (3-terminal hidrofóbico, pero si es
dependiente del número de repeticiones presente en la región (3-terminal. Este tipo cíe
interacción parece representar un nuevo mecanismo de anclaje de una proteína de superficie
de un microorganismo Gram-positivo. Su mecanismo de unión es dependiente de colina al
igual que ocurre con las enzimas líticas de & piwuinofliae y sus bacteriófagos y se ha visto
que puede liberarse al exterior a partir de células, protoplastos ó membranas tras la adición
de altas concentraciones de colina y no es capaz de anclarse en las envolturas de células
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crecidas en un medio EA. La proteina no parece estar asociada con los ácidos teicoicos de
pared, quizás porque los residuos de colina de los ácidos teicoicos no están tan accesibles a
la níolécula o bien porque la proteína PspA iííteracciona con el LTA u otras níoléculas de la
membrana, Puesto que la PspA posee un péptido seflal, debería ser constitutivamente
secretada al exterior, pero la interacción del dominio (3-terminal con la colina del LTA hace
que sea retenida en la superficie celular (Yother y White, 1994).
liste mecanismo inusual de unión a la superficie celular que exhibe la PspA puede
ser el resultado de la evolución modular tal como ocurre con las enzimas líticas dc 8.
p¡:eun:onhw y sus bacteriófagos.
2,3— Ei>zimnas líticas de lagos que infectan 8. pne:¿nwn¡oe
la primera enzima lítica fagica capaz de hidrolizar la pared celular do neumococo
que [líe aislada y purificada a homogeneidad electroforética fue la codificada por el fago
Dp- 1 y recibió el nombre de PAL (Ilhage.Associated kysin) (García y cols., 1983a). Esta
enzima tiene un peso niolecular dc 31.000 y se ha caracterizado como una N-acetilrnuramil-
L-alanil anildasa (García y cois., 1984). Para llevar a cabo su actividad catalítica requiere la
presencia de residuos de colina en la pared y se inhibe en presencia de LTA. Sin embargo, a
<liferencia de LytA, su actividad se estiniula por agentes reductores como el DTT o el fl-
mercaptoetanol (García y cols. 1983a,b,c), se inhibe parcialmente por la cardiolipina y no da
reacción inmunológica cruzada con la forma E de la amidasa LytA, aunque sí con la forma
(3 (García y cok,, 1984). Por último, se ha demostrado que esta enzinia interviene en la
liberación de la descendencia fágica en mutantes de neumococo que carecen de amídasa
LytA por lo que ambas enzimas estarían implicadas en dicho proceso (García y cols., 1984).
La segunda enzima lítica caracterizada Ríe la murarnidasa del fago Cp-l. Fue
purificada a homogeneidad electroforética presentando un M~ de 39.000. Esta enzima no
necesita conversión para alcanzar su máxima actividad, pero requiere la presencia de colina
en los ácidos teicoicos de la pared. La colina libre y el LTA inhiben de manera no
competitiva la actividad de la enzima (García y cols,, 1987). Las similitudes bioquímicas y
funcionales entre la amidasa LytA del huésped y la lisozinia codificada por el fago Cp-l,
sirvieron de punto de referencia para proponer que los genes que codifican para estas
enzimas presentarían homología a nivel de nucleátidos, Está hipótesis Rio analizada
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experimentalmente a través de ensayos de hibridación (García y cols., 1988a) y
posteriormente Ríe confuníada sirviéndose de estudios comparativos de las secuencias de
aniinoaei<los de la arí¡idasa de neumococo y la lisozima fágica. Se observó que los dominios
(3-terminales de estas enzi¡íias eran prácticamente idénticos lo que llevó a sugerir que estas
regiones eran responsables del reconocimiento de la pared celular. Para estabtecer las
características moleculares dc los genes líticos presentes en otros fagos que infectan
neumococo, mediante técnicas de hibridación se llevó a cabo la donación y secuenciacióií
de los genes líticos cpl9 del fago Cp-9 y op/Y dcl fago Cp-7, utilizando como sondas la
secuencia nucleotídica del (3—terminal de la Lyt A y la secuencia N—ternáinal de la
muramidasa (3pl- 1 respectivaníente (García y cols., 1990). De la comparación a nivel de
nucícótidos de los genes cpU, op/Y y cpI9 se pudo observar una mayor similitud entre los
genes gil] y op19 que coíí el gen cpIZ Así pues, de los 600 primeros nucícótidos del gen
cpl9, 52 cían diferentes (8,7%), existiendo tan sólo 20 cambios diferentes en los 417
nucícótidos restantes (4,8%). En el caso del gen op/Y, sólo cl 17,3% dc los 600 primeros
nucícótidos es diferentes a los de (3~>I1, mientras que con el resto del gen la divergencia es
completa l...os genes op19 y cpu, codifican para lísozimas de 342 y 339 aminoácidos cotí
masas moleculares de 38.461 y 39.107 Da resprectivamente. Tan sólo lo aminoácidos eran
diferentes entre entre Cpl 1 y (3plQ, 9 de los cuales se localizaba en la región N-terminal y 1
sólo en la (3-terminal. Los aminoácidos Asp—9 y Glu-36, que parecen estar implicados en los
procesos catalíticos (Sanz y cols, ¡992), se conservan tanto en Cpl1 como en Cpl? y (3í19.
Mientras que en el caso <leí fago (3p-P, se trata cíe una lisozima dependiente de la presencia
de colina para su actividad y posee dominios (3-terminales líoniólogos a los de la LytA y
Cpl- 1, en el caso del (ligo (3p-7 se encontró un gen que codificaba para una lisozima capaz
de degradar, in vivo e iii vino, paredes de neumococo donde la colina había sido
reemplazada por etanolamina y cuyo dominio (3-terminal era completamente diferente a los
encontrados en las enzimas líticas anteriores. Estos resultados confirmaban la hipótesis de
que los dominios (3-terminales estaban implicados en el reconocimiento especifico del
su strato.
También se ha donado y secuenciado el gen lítico del fago atemperado ¡IB-)
(Romero y cols., 1990a,b) utilizando el gen ¿y/A como sonda. Es una enzima dependiente de
colina y al igual que la LytA, requiere del proceso de conversión. Es uno de los casos de
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mayor similitud a nivel de nucícótidos entre los genes de un fago y una bacteria (87%), la
cual desaparece en las regiones no codificantes de dichos genes.
El estudio <le estos genes ha proporcionado un sistema adecuado para investigar los
requerimientos necesarios para la recombinación entre bacterias y UNAs de Lagos. La
combinación de las técnicas de transformación genética y de So¡ahern-b/o¡, lían permitido
demostrar que la integración del gen 1s~5l en el cromosoma del huésped, depende del grado
de similitud entre los UNAs del donador y del receptor.
Más recientemente se lía donado y secuenciado el gen lítico del fago EJ-I (Díaz y
cols., 1992), otro fago ateníperado aislado de una cepa clínica y atípica de neumococo que
codifica también para una amidasa (</~) que depende de la presencia de colina en el sustrato
que degrada y requiere del proceso de conversión, Posee un dominio O-terminal homólogo
a los de la amidasa LytA, presentando un A’4 de 36.535, Es interesante destacar que Ejí
tiene una dcleción <le 2 aminoácidos en el último módulo de colina de la región O—terminal
equivalente al de las lisozinías (3pl 1 y Cpl9. Presenta una similitud del 80% con LytA en la
región estructural, existiendo tina divergencia completa en las zonas flanqueantes.
2.3.1— Estructuración en dominios cíe las enzimas líticas de & pneuinonktc y sus
bacteriófagos
Conviene destacar que todos los dominios (3-terníinales están constituidos por seis
motivos de secuencias repetidas, de unos 20 aminoácidos de longitud cada uno, a excepción
<leí fago Gp-7, que posee 2,8 repeticiones exactamente iguales, de 48 aminoácidos cada una
y diferentes a las anteriores (Fig. 4). Este hallazgo llevó a sugerir que la colina cíe la pared
habría servicio a lo largo del proceso evolutivo como un fuerte elemento de presión selectiva
contribuyendo a la conservación de las regiones (3—terminales de todas estas enzimas líticas,
excepto Opl7 (García y cok,, 1988a).
Por otra parte, el análisis global de las enzimas líticas de neumococo y sus
bacteriófagos permitió observar que las enzimas que poseían la misma actividad lítica
contenían dominios N—íerminales semejantes. Así, el dominio N—terminal de la amidasa LytA
de neumococo era homólogo al de las amidasas ¡Ibí y Ejí y.el dominio N-terminal <le la
lisozima C~l 1 presentaba homología con los dominios N-terminales de Cpl7 y 0pí9 (Fig. 4)
(García y cols. ¡990).
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Teniendo en cuenta los datos anteriores se sugirió la existencia de una organización
modular de las enzimas líticas del sistenia <le neumococo (Fíg. 4) donde el dominio (3—
terminal estaría implicado en fUnciones de reconocimiento y unión al sustrato mientras que
el centro activo se localizarla en el dominio N—terminal.
2.4— Enzimas líticas <le pared dc C ucdobutplic¡¿ ¡u
Puesto que la bioniasa y la producción de solventes se ven afectados por las
autolisinas como ya se destacó en el apartado ¡.2.2, cl estudio del sistenia autohítico de C.
trceiobwi’Iicu¡n permitirla tener un mayor conocimiento de su papel fisiológico así como de
las implicaciones económicas asociadas con el proceso de fermentación (Soucaille y Goma,
¡986).
La enzima litica ííiejor caracterizada es la lisozima de U aceiohutylic:nn ATCC 824,
la cual lía sido purificada, y el gen he que la codifica, donado y expresado en E cdi.
(Croux y cols., 1991, 1 992a). La secuencia iíucleotídica del gen ¿ve codifica para una
proteína de 324 residuos con un Mr de 34.9Y). El análisis comparativo de la secuencia de
aníinoácidos, entre la muramidasa Lyc y otras enzimas líticas de pared, reveló la existencia
dc una importante similitud de su región ti—terminal con las lísozimas de Stre~ontyces
glo/>tNporus, el hongo C/:aloropsis y la fiímilia Cp de los bacteriófagos de 8. p¡wwnoniue.
Los aminoacídos responsables de la actividad catalítica se localizan en dicho dominio y en
posiciones equivalentes en todas estas proteínas. El análisis detallado de la secuencia de
aminoácidos <le la región (3—terminal muestra la tbsión de cinco posibles motivos repetidos,
mientras que el análisis comparativo con las proteínas <leí banco <le datos revela similitud
con el dominio N—terminal cíe la muramoil—pentapéptido—carboxipeptidasa cíe S/reptomycos
a/Ints atribuyéndole a esta región un papel en el reconocimiento y unión al sustrato ((3roux
y García, 1991). Todos estos resultados se relacionaban bien con la ya conocida
organización modular <le las enzimas líticas deS. pncun,oniae y sus bacteriófagos (apartado
2,3.1), en donde la región N-terminal es la responsable de la actividad enzimática, mientras
que el dominio (3—terminal, estructurado en niotivos repetidos, era la responsable del
reconocimiento y unión al sustrato.
Webster y cols. (1981) describieron en U acL~olmIyIicwn P262, una actividad lítica
de pared asociada a un glicoprotefna dc 28 kDa. Otra lisozima dc 44 kDa se había
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purificado de (1 cwdolwtvlicun¡ NI-4, denoníinada anteriormente U
.vac/¡wopúrhuiyltict’k>i:wunt AT(3(3 27021 (Yoshino y cols,, ¡982). Una N-acetil- muramoil-
L-alanina amidasa de [00 kt)a <le peso molecular se aisló de un cultivo lisado de O.
aceíobuív/icun: NI—50’I (U uwlunvperb¡:íylacuío¡:ic:m: ATC(3 27022) infectado con el
bacteriófago HM-7 (Hongo y cols., 1974; Ogata y cok., 1974). Posteriormente Podvin y
cols. (1988) descubrieron en CL acciobuiylicun; NI-4, la existencia de una actividad lítica
dependiente <le colina asi como la presencia de dicho aminoalcohiol formando parte de los
ácidos teicoicos de pared. La presencia de colina como componente <le la pared bacteriana
ya se había descrito en £ pneumonicw, como liemos visto en el apartado 1.1.2.1,
demostrándose la participación de la misma en Ja regulacióíí de las enzimas líticas del
huésped y sus bacteriófagos, y actuando como elemento de presión selectiva contribuyendo
así a la conservación de las regiones (3-terminales de todas estas enzimas. Puesto que
aigunas especies de S.’repwcoceus están filogenéticamente relacionadas con el género
Closíridiun¡ (Ludwig y cols., 1985), en un intento de encontrar relaciones evolutivas entre
las enzimas ilticas de ambos microorganismos, García y cois. (1988b) fueron capaces de
obtener (le los sobrenadadantes de las cepas U aceioln¡tylicum CECTSOG (O.
ewelohwyhc:n: NC1138052) y U. acdolnaylic¡¡mn NI—504, una actividad lítica dependiente de
colina. Dicha observación permitió purificar dicha actividad lítica en columnas de DEAE—
celulosa. Las Fracciones activas se analizaron a lioniogeneidad electroforética observándose
la presencia de tina banda con un Mr de 115.000 y cuya actividad correspondfa a la de una
N-acetil-muramil-L-alanil-amidasa. Aunque las estirpes NOID 8052 y NN504 sc consideran
especies distintas por mostrar diferentes características (Yoshino y cois., 1982), no se
encuentran diferencias en sus actividades líticas aunque si se presenta mayor cantidad de
enzima lítica cii la cepa <le U sacharopurlnuylace¡onic¡¡m.
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Figura 4— Rep mesen tación esq¡¡emui tica cíe las enZimas ¡it kas <le neumococo y 5 liS
bacteííófagos. dc C acetoburylic¡¿m hICO 824 y <leí hongo Cludara, así como cíe
aig u u as q u lineras cons(ru ¡<las a partir (le ellas, Las zonas de igual sombreado iííd ¡C8U mi alto
grado dc si ini II nid. Los gcííes lea y di soíí construcciones qiulindricas clesarrol ladas a partir del gen ~í’<A<lo
íícuíííococo y cl gca cjdl dcl fago Gp- 1. Los genes íd y c17 son quimeras coiísiruidas catre los los genes
lvtd tic neumococo y ¿pl? dcl fago Gp—Y. Los genes dc í ¿cl son qíi¡ ¡iteras consíruidas cnt re genes <te de C.
úc~ mhz ,¡í’l¡cun¡ AlGO 824 y ¿pu del fago
0p~ 1, 1>1 a 1>6 representan las secuencias repetidas (motivos) de
los <loan íí¡os carboxilos de bis enzimas LyIA. LytA IDI o lijí. 1>! ‘ a 1>6’. reprcsenlaít las secuencias repetidas
<11101 vos) dc los dom¡ milos carboxilos cte tas enzimas Cpl 1 o 0p19. Ml a M3 y Cl a 05 rcprescniaií las
secuencias repetidas <motivos) de los dominios carboxilo de las eíwi¡nas 01>17 y l..vc. rcspcctivamelltc.
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3- TEORÍA MODULAR DE LA EVOLUCIÓN DE LAS PROTEÍNAS
Las teorías actuales sobre la evolución de las proteínas y los genes aceptan el
concepto de “modularizacióií”, asumiendo que los nuevos genes y proteínas proceden no
sólo de tina sustitución puntual de un nucicótido o aminoácido sino del ensamblaje de
secuencias de DNA preexistentes (Blake, ¡978). Por lo tanto, las proteínas estarían
estructuradas en unidades fUncionales o módulos con tina funcionalidad independiente del
conjunto de la proteína de la cual forman parte. Este mecanismo evolutivo se basa en la
captación ó intercambio de las secuencias génicas correspondientes a dichos módulos, de
manera que un único suceso de recombinación entre dos de estos módulos podria originar
un nuevo gen y por tanto una nueva proteína híbrida funcional (Gilbert, 1978). Todo esto
permitirla una mejor adaptación de los organismos a las condiciones ambientales
cambiantes. Esta teoría se puede aplicar también a los organismos cucarióticos debido a la
especial distribución de sus genomas, permitiendo el reordenamiento de las secuencias de
DNA y favoreciendo la aparición de proteínas hibridas construidas en base al intercambio de
estos níó<Iulos.
Atendiendo al tamaño de la unidad fUndamental o módulo, existen diferentes
concepciones de esta teoría. Botstein (¡980) propuso que los genonias fágicos se han
generado a partir de módulos constituidos por agrupaciones de genes con una actividad
específica. Mientras algunos autores mantienen la idea de que las proteínas proceden del
intercambio de dominios, otros sugieren que los péptidos, codificados por cortas secuencias
de DNA y con tina conformación definida, constituyen los módulos en los que se
encuentran estructuradas las proteínas.
Aunque se han realizado pocas aproximaciones experimentales para verificar esta
teoría, sí se ha encontíado en 8. pneumot:iae un excelente modelo experimental para apoyar
la hipótesis generalizada (le que la mayor parte de las proteínas poseen una organización
modular. Esto se basa en tres pmebas evidentes: O eJ análisis comparativo de las enzimas
líticas de S. ¡n:eun:oníae y sus bacteriófagos; u) la expresión de proteínas truncadas tanto en
el dominio (3—terminal como en el N—terminal con fUnciones definidas; iii) la construcción de
enzimas quiméricas funcionales fago-bacteria y entre bacterias de diferentes géneros.
Del primer aspecto ya se habló en el apartado 2.3.1, en donde se sugirió la
organización modular de las enzimas líticas de 8. p’wwnoniac y sus bacteriófagos en base a
30
INTRODUCCIÓN
sus relaciones estructurales y fUncionales. Según esto, surgió ha idea de que los dominios
estructurales de estas enzimas podrían ser intercambiables, propiciando de este modo la
posibilidad de preparar enzimas quiméricas lbncionales que combinaran las propiedades
bioquímicas de las enzimas parentales. La demostración de la existencia de dos doníinios
independientes se realizó tras la donación y expresión de las regiones de los genes IyÍA y
cpl—i, que codifican para el dominio (3-terminal (Sánchez-Puelles y cols., 1990), así corno
Las regiones /y/A, epí—! y y/-Y que codifican el dominio N-terníinal, de sus respectivas
enzimas (Sanz y cols., 1992). Respecto al dominio (3-terminal, se comprobó que niantenia
su capacidad para el reconocimiento de colina en ausencia del N—terminal, pero no
presentaba actividad lítica, El dominio N—terminal, sin embargo, era capaz de ejercer su
función lítica, adoptando una conformación activa incluso en ausencia del correspondiente
dominio de unión a colina. Además, era capaz de hidrolizar las paredes que contenían
etanolamina incluso coíí una eficiencia mayor que las paredes con colina, lo que corrobora
de ¡inevo la importancia <leí dominio de unión a colina en el reconocimiento del susírato. Sin
embargo, sus actividades especificas disminuían considerableniente en relación a las
actividades de las enzimas completas.
Todos estos resultados se confirmaron posteriormente con la construcción de
proteínas quiméricas activas, tanto entre dominios homólogos como no homólogos,
favoreciendo aún más esta teoría, A partir cíe la comparación de la secuencia de
aminoáci<los se comprobó que existía una región intermedia entre los dominios N- y (3—
terminales que permitía introducir ¡íiodificaciones por niutagénesis dirigida, sin alterar la
actividad cíe la enzima así modifiea<la (García y cols., 1990; Croux y García, 1991). Esto
facilitó la construcción de genes quiméricos y demostró que se trataba de una región neutra
desde el punto de vista fUncional, como cabria esperar de una organización modular como
la propuesta. En tina primera aproximación se construyeron dos enzimas quiméricas entre
los genes lyM y <pl] (Lca y CII) (Diaz y cols., 1990b) en base a la similitud que presentan
las regiones (3-terminales de las enzimas parentales (García y cols., 1988a) (Fig. 4). Sin
embargo, las quimeras construidas entre la amidasa LytA y la hisozinia Cpl7 (Lc7 y (317), se
originaron mediante el intercambio de dominios no homólogos (Fig. 4). En ambos casos se
obtuvieron proteínas quiméricas activas, cuyas propiedades bioquímicas, además de ser una
combinación de las que presentaban las enzimas parentales, podían atribuirse a los dominios
concretos que habían sido intercambiados (Fig. 4). Estas enzimas quiméricas eran activas it:
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vivo cuando se ensayaban en el sistema homólogo mediante experimentos de curación
fenotipica e incluso mediante la expresión de los genes en la cepa de neumococo M3 1,
utilizando plásmidos capaces de replicarse crí este sistema (Díaz y cols., 1991).
Por otro lado, la construcción de enzimas líticas quiméricas activas entre diferentes
géneros bacterianos confiere un mayor apoyo a la teoría modular postulada anteriormente,
pues los procesos de recombinación genética no tienen por qu¿ tener lugar sólo entre un
fago y su huésped, sino incluso entre microorganismos heterólogos. La observación de que
algunas estirpes bacterianas de Él ace/obu¡ylicum poseían colina como componente de la
pared (apartado 1.2) condujo al estudio a nivel molecular, de la lisozima de C.
acebo/naylicun: AT(3C 824 que, aunque carecía <le colina, presentaba una organización
modular’ equivalente a la descrita para las enzimas líticas de neumococo (Croux y García,
1991), De esta manera, se llevó a cabo la construcción de dos enzimas quiméricas, una
primera entre el dondnio C—terniinaL de la hisozima del fago Cp—l y el dominio ¡‘4—terminal de
la enzima lítica de U acc¡obu¡y/ic¡¿¡n ((3lc) (Croux y cols., 1993 a) y otra, entre el dominio
N—terminal cíe la amidasa LytA y la región C—terrninal cíe la lisozinra de U. acnob¡aylicun,
(tcl) (Croux y cols., 1993W. Mientras que en el primer caso las enzimas parentales
presentan dominios homólogos, en el segundo, es la primera vez que se describe la
construcción de una quimera lítica activa a partir de la fUsión de genes carentes de cualquier
homología y procedentes de distintos géneros bacterianos.
Los estudios realizados cori todas estas proteínas quiméricas activas, demostraron
que el centro activo cíe las enzimas líticas cíe pared tanto de .9. p¡wun¡o,:iae y sus
bacteriófagos como de U acclobuiylicum, se locahiza en el dominio N—termi¡íal de la
molécula. Las quimeras Lca, Lc7 y Leí, eran amidasas (Fig. 4) porque su dominio N-
terminal coriespondía al <le la amidasa LytA. Recíprocamente, las quimeras CII, (317 y dc
eran lisozimas puesto que su dominio N—terminal correspondía al de Las lísozimas parentales
dpI], dpI7 y Lyc respectivamente,
Por otra parte, estas construcciones también demuestran que el dominio (3-terminal
es el responsable del reconocimiento del sustrato, Así, las quimeras CII, Lea, C17 y Clc, las
cuales presentan el dominio de uni& a colina de las enzimas líticas parentales, presentan
una actividad dependiente de la presencia de colina en los ácidos teicoicos de pared, a Ja vez
que se inhiben en presencia de dicho aminoalcohiol. Además, las enzimas quiméricas (317 y
CII cuyo dominio de unión a colina procede de la amidasa LytA, requieren el proceso de
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conversión (Fig. 4). Sin embargo, la quimera Lc7 degrada indistintamente paredes con
colina o con etanolamina y su actividad no se inhibe especificaniente en presencia de colina,
corno cabría esperar al proceder su doníinio (3-terminal de la lisozima (3pl7. La quimera Lcl,
es un caso excepcional, pues no fUe capaz de degradar las paredes celulares de C.
acetobutylicum, a pesar de poseer el dominio (3-terminal que reconoce las mismas. Esto
puede ser debido a que la composición y/o conformación de su peptidoglicano no permite la
correcta orientación o estabilización entre las unidades de mureina y el centro activo de la
enzima. El pH óptimo sobre paredes que contienen colina, ya sean de £ pnaumoniae o de
U acc’¡ohu¡í’Iicum N(3113 8052, era idéntico al de la enzima parental Lyo, implicando por
tanto al dominio (3—terminal en las propiedades catalíticas atribuidas al dominio N—íerminal.
Puesto que los dominios N- y (3-terminales conservan su funcionahidad
independientemente uno del otro y a la vez son intercambiables, cabe considerarlos como
módulos, según los criterios propuestos por Doolittle (1985). La baja actividad específica
q~e presentan los doríjinios N—terniinales aislados hace suponer que dichos módulos
pudieron ser en un tiempo enzimas fUncionales, en las cuales, la adquisición del dominio <le
reconocimiento de colina les confirió una ventaja evolutiva al mejorar el sistema de
reconocimiento del sustrato insoluble, consiguiendo así una mayor eficiencia catalítica (es el
caso de la quimera (317). Por otro lado, los resultados obtenidos con las enzimas quiméricas
permiten concluir que el dominio (3—termina] de unión a colina no es responsable sólo del
reconocimiento <leí susí rato sino del proceso de conversión y de la inhibición de Ja actividad
enzimática en presencia de colina. Además, ejerce cierta influencia sobre las propiedades
cataliticas atribuidas al dominio N—terminal en ¡‘Unción deJ pH.
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4- OTRAS PROTEÍNAS CON MOTIVOS SIMILARES A LOS DE UNIÓN A
COLINA
Análisis recientes de datos de secuencias de aminoácidos lían permitido identificar
otras clases de proteínas bacterianas, las cuales, al igual que Las enzimas líticas dc 8.
pnewnoniae y sus bacteriófagos, se caracterizan por su capacidad de unirse a una gran
variedad <le ligandos, mostrando secuencias conservadas repetidas localizadas en la región
(3-terminal de la molécula. Dichms repeticiones se pueden encontrar en las toxinas de (2.
di//hile (Fox A y ‘Fox U) y en las glucosiltrarísferasas y proteínas de unión a glucanos de
Surepuococcus (Tabla 3). A pesar de las diferencias funcionales entre estas proteínas, la
similitud detectada parece estar relacionada con el reconocimiento y unión a receptores
ghicosídicos.
Tabla 3— Proteínas con dominios <le secueiicia conocida, homólogos id de unión a
colina, <le ~Streptococcs¿sy (ulostrhhiun,.
Copa Da ott~ ¡ 1 a r,., En Ema CI ~ u Re fe rone E a
VEL 10’I’;Á To< A IX~vÉ y <‘el . (1990>
Von El c~hu 1 —Stt’elbe r y Sauerborn (1990>
IóX II Uarreao y c<;lt> . (1990>
Voí, Etehol —$t reibe L y col o . (19 92a
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4.1— Estructura priluaria de las toxitías <le C dI¡fidlle.
U c/z/Jiede, el microorganismo responsable de la colitis pseudomembranosa y la
colitis asociada a antibióticos en humanos (I3art¡ett y coJs., 1980), produce dos toxinas
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relacionadas: la toxina A, una enterotoxina y la toxina B, una potente citotoxina,
considerada como cl mayor determinante de virulencia de este microorganismo. Ambas
toxinas son secretadas, habiendo sido aisladas del medio de cultivo (Taylor y cols., 1981).
Se Iran donado y secuenciado los genes de las toxinas A y B de aL unas cepas de (2.
d<fJlciIe (Dove y cols., 1990; von Eichel-Streiber cols., 1990; Wren y cols., 1990; Barroso y
cols., 1990). Estas toxinas poseen unA’Ir deducido de la secuencia de aminoácidos de 308 y
269 kDa respectivamente. Ambas proteínas presentan una similitud de un 490/o con un 140/o
de sustituciones conse¡’vadas (von Eichel-Streiber y cola., t992a). Dichas proteínas inducen
anticuerpos policlonales específicos mostrando dilerente reacción tanto it: vivo como it:
vino En estas moléculas se pueden distinguir dos dominios. El dominio N—íerminal posee
tres regiones claramente diferenciadas: (1) una zona hidrofóbica de 172 aminoácidos,
altamente conservada en ambas proteínas y cuya fUnción se desconoce; (u) una zona rica en
residuos no presentes en otras partes cíe la molécula (arginina, cisteina, histidina y
triptófano), la cual pa¡~e desempeñar un papel biológico importante; (iii) una región de
baja homología entre ambas pioteinas y un dominio C—terminal con motivos repetidos. El
doníinio (3—terminal <le la toxina A de la cepa VP! 10463 contiene 38 unidades repetidas y
continuas, que ocupan 853 residuos de un total de 2710 (Dove y cola,, 1990). Dichos
motivos repetidos se lían clasificado, según ¡nuestra la tabla 4, en dos clases principales:
siete repeticiones <le clase 1 compuestas de 30 aminoácidos, con una similitud de un 7]—
100% entre cada dos repeliciones. Las 31 repeticiones de clase 11 muestran una similitud
más limitada con las <le clase 1 y tienen 20-21 aminoácidos de longitud (Wren y cols., 1991).
Las repetieioiíes de clase [1se Iran subdividido en cuatro subclases: líA (7 copias), 1113 (13
copias), lIC (5 copias), y un grupo níás variado en cuanto a homología lID (6 copias).
Todas las repeticiones contienen el dipéptido tirosina—fenilalanina que se ha utilizado para
alinear las secuencias consenso cíe la toxina A, con los motivos repetidos de las otras
proteínas de Closíridiun: y Snepuococcus. La secuencia (3—terminal de la toxina A cíe una
cepa diferente cíe U d//ficHe (IIARTS WI) contiene un número de repeticiones similares a
los cíe la cepa anterior, pero con algunas diferencias (Wren y coJa., 1990).
El dominio repetido cíe la toxina A es altamente inmunogénico y se ha visto,
mediante estudios de hemoaglutinación, que es responsable de la unión a carbohidratos
(Price y cols., J987; Lyerly y cols., 1990). Krivan y cols. (1987) encontraron que el ligando
receptor de la toxina A comitiene un trisacárido terminal de Galal-30al,B1-IGIcNAc.
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Recientcmente se ha detinido la porción cíe hemoaglut i nación cíe la toxina A utilizando un
pépticlo sintético (‘¡‘11)6K KY YEN) situado en la repetición de una u ni cIad <le la clase lIB.
Tabla 4— Caracterización cíe los motivos repetidos consenso dc los dominios de unión a ligando de
proteínas cíe los géneros S(re~Uococcus y (J’Iostrid¡unt,
CEPA PROTEINA TAMAflO NOTIVOS REPETIDOS
BACTERIANA AA
CIJUIE fl 14’ Socuonola censorino do aa
AA Psp.
VPI 101 6.1 ‘los A líO 1 30 ‘1 HQIOVFK60NGFEYrAPMv¡vwnxrt~Qáx
1 lA 20 ‘1 VYQHKI’LTINCICKYYFGNHS
1113 21 ¡3 KAVTOWOTICXKKTYFÑPNTA
lIC 21 5 IASTOYKTI ~iKllPYFDTnc;í
110 21 6 tIO~.sTIxNxxyYF~x~~X
los ¡3 ¡iT 30 4 lIQIOVE’NTF IYH’NYFAOAkJi’t.OENXEGEA
lITrE 20 20 xxxxOxxxIoDxhyyrxxxoA
8. unu a ¡u;
08-5 UTEIl 1. it. A 33 6 WflFONNovAVTaA5TInQíí¡ypp,»~c;vovKtl
0 20 1 F(6RHIYYIX;NS<;Lnfl¡3NRrv
dpv-e 1,J>b A 33 4 WLFLlIlNOXAVTaAvxsNG~<,<yrxpNoxoAKn
0 20 4 LK~KIRYFflxxS6NQxsNR~V
(iTT-O 3,130 A 33 5~S ~
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3. <iL’k’fl* 1
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I~ 40 2 VltGKTYYP6sr~—
O 20 5 ¡‘1KVRYF07w56@ív’rm’¡E’v
1, Job A 32 6 WYYFNXLOQMTOISYrIO3QTVYrOOUOxQVKxG
O 20 4 fl6KLYFYDADgOx~V~I<~¡q~
3 sotol mus
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Barroso y cols. (1990), han publicado la secuencia de nucícótidos del gen de la
toxina E. El análisis en su composición de aminoácidos revela que parte de la región C-
terminal de la toxina coíitiene 24 motivos repetidos, los cuales están claramente
relacionados con la toxina A en tamaño, secuencia y alineamiento. Se lían subdividido en
clase 1 y clase II al igual que en la toxina A (Tabla 4) (Wren y cols., 1991). Dc clase 1
existen cuatro motivos repetidos de 30 aminoácidos, denoníinados BI. Estos motivos estén
muy relacionados con los <le clase 1 de la toxina A. Por otro lado, presenta 20 motivos
repetidos de clase [1 (HIlE), de 20 ó 21 aminoácidos, los cuales no se encuentran
relacionados con los cte la níisma subclase en la toxina A. Aunque todavía no se conoce el
receptor de esta toxina, es bastante probable que estas secuencias repetidas estén implicadas
también en el reconocimiento del sustrato. Es posible que las toxinas presenten diferentes
receptores puesto que la toxina A presenta una actividad hemoaglutinante mientras que la
toxina 8, no.
4,2— Esí ¡‘nctu ni InI nui ría de las glicosiltra ns lemasas y proteínas de u ¡nión a glucinios de
Sireptococcus
Los patógenos orales & m:aon¡s, S. downei y 5. salivarius, denen la habilidad de
sintetizar proteínas extracelulares, incluyendo las proteínas de unión a glucanos (GBPs) y
las glucosiltransferasas (GTFs). Estas proteínas se caracterizan por ser altamente
hidrofilicas y presentar un péptido seflal típico de proteínas secretables. Parecen ser
responsables de la virulencia de los estreptococos orales, estando implicadas en el
metabolismo de azúcares y en la subsecuente formación de placas y caries dentales. Se
desconoce aún el mecanismo por el cual dichas proteínas interaccionan con la superficie
celular del microorganismo para llevar a cabo la formación de las placas dentales,
La 0131’ de 5. inwants es una proteína de 563 residuos con un Mr de 59.000 tras ser
procesada. Contiene dos series de repeticiones no adyacentes designadas A y C, Jas cuales
se extienden a lo largo de la proteína (Tabla 4) (J3anas y cols., 1990). Dentro de las de tipo
A, existen 5 repeticiones de 32-34 aminoácidos y una parcial de ¡2 aminoácidos, mientras
que de las de tipo C existen 4 repeticiones de 17 a 20 aminoácidos. Los motivos de clase A
presentan tina gran similitud con los motivos repetidos <le clase 1113 de la toxina A, siendo
ésta superior a la que se observa con cualquiera de las otras clases de repeticiones de las
toxinas A y 13 e incluso presentan reacciones inmunológicas cruzadas. Esta GBP, carece de
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actividad enziníática, constituyendo exclusivamente un dominio de unión a carbohidratos.
Parece estar implicada en la formación de placas dentales puesto que un niutante defectivo
de la misma pierde la capacidad cíe adherirse in vino.
Las GTFs son enzimas que tienen un Mr promedio de ¡60.000 y son responsables de
la hidrólisis de los restos de sacarosa, utilizando los restos de glucosa liberados para la
polimerización de cadenas glicánicas tanto solubles como insolubles en agua, que van a
formar parte de la placa dental (¡‘lanada y cols., ¡980). Las GTFs se clasifican en tres
gn¡pos: (i) Las GTFs que producen polínreros solubles en agua, donde las unidades se unen
mediante enlaces a- 1,6 (GTF-S); (u) G’FFs que produce¡i polímeros insolubles en agua, con
uniones a-I,3 (GTF-I); (iii) GTFs que sintetizan una mezcla de ambos tipos de polímeros
(GTF-SI). Se sabe que las cadenas glicánicas insolubles desempeñan un papel importante en
la formación de la placa dental debido a su facilidad para adherirse a superficies rugosas
mediando la agregación de las células bacterianas y los restos de comida. El papel de los
polímeros solubles se desconoce aún, aunque parece que intervienen en los procesos de
agregación y pueden servir conio una fUente de energía extracelular. Se ha comprobado que
muchas GTE-ls requieren (le un cebador para comenzar con la síntesis de la cadena
glucídica, mientras que ciertas Gr-Ss son independientes de cebador (Yamashita y cols.,
1989) y por tanto podrían actuar como iniciadores para la síntesis mediada por las GTE-ls,
Las OTEs presentan también repeticiones en el dominio (3-terminal de la molécula.
Las mejor caracterizadas son las de clase A con una media de 33 aminoácidos por
repetición y las de clase (3, similares a la 0131> de & mu/anis, con una media de 20
aminoácidos. Hasta el momento se han secuenciado los genes que codifican para 8 OTEs
(‘rabIas 3 y 4). Hay que destacar que la GTP-1 de & downei presenta además dos
repeticiones de tipo B y la GTF-K de 8. salivar/ns, 5 de tipo D exclusivas de estas
proteínas. Los genes g/fiS y g//C dc 3, mutanis 05-5 se encuentran próximos en el
cromosoma y parecen constituir un operón. Los genes que codifican para la GTF-J y la
GTF-K de 8. salivar/ns también se encuentran próximos en el cromosoma, pero a pesar de
la gran similitud de las OTEs de ambos microorganismos, presentan diferentes actividades
siendo la GTF-J y la GTF-K enzinías independientes de cebador mientras que la GTF-B y
GTF-C son dependientes. El porcentaje de identidad entre las repeticiones de clase A y
clase (3 de las OTEs y la GBP oscila entre un 38-58% y un 40-60%, respectivamente. Por
otro lado, Ferreti y cols (1987) han comprobado que deleciones en Ja región C-terminal de
38
INrRoDUCcIÓN
las GTF—I de 8. downe¡ eliminan la capacidad de unión de la enzima a su sustrato, lo que
sugiere que esta zona es el dominio de unión a carbohidratos.
Las repeticiones A y (3 muestran poca similitud entre ellas y las posiciones relativas
de las repeticiones (3 varian entre tinas proteínas y otras, La comparación de secuencia de
aminoácidos entre todas las repeticiones del tipo A de estas proteínas, las toxinas de (2.
di/lidie y los motivos de unión a colina de las enzimas líticas de 8. pnenmoniae y sus
bacteriófagos, revela la existencia <le 3 aminoácidos conservados cix todos los casos, el
dipéptido tiiosina-t’enilalanina y tina glicina (Tabla 4). En el caso de las repeticiones (2,
conservan también en algtínos casos el dipéptido tirosina—fenilalanina y en su defecto el




La colina es un aminoalcohol que forma parte de los lípidos de membrana de las
células cucarióticas, siendo poco frecuente su presencia en procariotas (Arondel y cols,,
1993). En la introducción de esta Tesis se han descrito diferentes proteínas producidas por
bacterias y higos que poseen capacidad de unión a colina. Sin embargo, a pesar de la
presencia de colina en diferentes microorganismos, sólo se han cloííado algunos genes que
codifican para estas proteínas, de 8. pnuuinon¡ae y sus bacteriófagos, permitiéndonos
elucidar la estructura del dominio de unión a colina y extraer algunas conclusiones
interesantes sobre el papel evolutivo que desempeña este aminoalcohol. Dichos genes
codifican para enzimas líticas, a excepción del antígeno PspA cuya función en neumococo
se desconoce por el momento.
El estudio comparativo de las secuencias de aminoácidos de las enzimas líticas de
neumococo y sus bacteriófagos, nos lía permitido obtener información relativa a su peculiar
organización modular. Estas enzimas son el resultado cíe la fUsión de dos dominios
independientes: el dominio N—terminal que contiene el centro catalítico y proporciona la
especificidad enzimática, y cl dominio (3—terminal, responsable de la unión de la proteína a
componentes específicos de la pared celular. La construcción de proteínas quiméricas,
mediante intercambio de dominios entre estas enzimas líticas, demostró que la adquisición
del dominio de unión a colina representa una ventaja evolutiva para aquellas enzimas que
interaccionan con un sustrato polimérico, permitiendo conseguir una mayor eficiencia
catalítica. Se ha sugerido que la presencia de colina actúa como un elemento de presión
selectiva al evitar, o al menos limitar, la divergencia evolutiva natural del dominio de unión
a dicho ligando, determinando la creación cíe quimeras fUncionales. Esto implica que los
microorganismos que poseen colina como componente de la pared, o de la membrana en
tbrma de LTA, deberían contener proteínas con dominios similares, lo que vendría a
corroborar dicha hipótesis. La caracterización de otras proteínas con dominios de unión a
colina y, funciones diferentes a las descritas, apoyarían aún más la teoría modular.
La presencia de colina en la pared de algunas estirpes de U aceioln¿iylicum junto
cotí la detección cíe una actividad lítica de pared, dependiente de dicho aminoalcohol, en los
sobrenadantes de cultivo de algunas de estas estirpes (García y cols., 1988b), nos llevó a la
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búsqueda de relaciones evolutivas entre los dominios de unión a colina de proteínas
presentes en (1 cwcwhuivlic¿:n: y en 8. p¡w¡u:;rn:iae y, al estudio de su estructura modular,
Por todo ello, los objetivos de esta Tesis Doctoral son los siguientes:
1) Caracterización molecular <le genes que codifican para proteínas cori dominios de
uniótí a colina en (2 acetoh¡¿(ylicum NCUI 8052.
11) Caracterización ni olectílar de genes q nc codifican para u novas proteintu con
<loininios <le unión a colina cii 8. pu en mon¡ae~
4’
MATERIALES Y MÉTODOS .1
II- MATERIALES Y MÉTODOS
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MATERIA.USS Y MÉTODOS 11- ESTIRPES BACTERIANAS, BACTERIÓFAGOS Y PLÁSMIDOS
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron
bacteriófagos y los plásmidos que se detallan en la Tabla 5.
las estirpes bacterianas, los
Tabla 5- Estirpes bacterianas, bacteriófagos y plásmidos
Estirpe, lago o Genotipo o fenotipo Referencia/Fuente
1,lásiu ido relevan te
F’ (lacP lacZAMlS)
(<l80lacZ4MJS) ci idA 1
¡ocA 1, hsdR 17 (‘V mk)
s¡q>/C’14 ¿IlacUl 69
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Arrecubietay cok., 1994
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1)39 Ly( 52 Bracco y cols., 1957
Fagos
(3p-I Ronda y coJs., 1981
Plásnhiclos
pU(3 18 Apk Vieira y Messing, 1982
pU(3 19 APR Yanisch-Perron y
cols., 1985
pINIIIdlpp”—5)-A3 ApR , Inouye e Inouye, 1985
pU(3E19l MLSR, Tea E. García
pLSE3 MLSR, Tck Diaz y García, 1990a
pLysS (3~1R Stuclier, 1991Esta ccpa fue denominada C.sochaopc:’b¡aylacot’onicun; anteriorniente
baislados clínicos dcl sorognípo o serotipo iíidiciiclo
2- MEI)IOS Y CONDICIONES DE CULTIVO
Las cepas se se conservaron congeladas a -70
0C en medio de cultivo al que se
afladió glicerol al 10% (y/y) para el caso deL coil y S. pneumon¡cw y del 15% (y/y) para el
caso cíe U acdobuíylicun:. En el momento <le sembrarlas se descongelaron, incubándose en
los medios correspondientes a 370(3, a menos que se indique lo contrario, con agitación para
las cepas de El c:o/i y sin agitación para las cepas de 8. pneun:onkw. Las cepas de
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Closíridium se crecieron a esa misma temperatura, sin agitación y en condiciones anaerobias
en campana <le anaerobiosis modelo Forma Scientific.
2.1- E. coil
Para el cultivo de Ji? ccli se utilizó el medio LB descrito por Sambrook y cols.
(1989), añadiendo agar al 1>5 % (p/v) para cultivos en medio sólido. La concentración de
antibiótico añadida al medio ¡13 para el cultivo de cepas resistentes ¡be de 100 pg/ml para la
ampicilina, lO pg/ml para la tetraciclina, y 20-30 [tg/mlpara el cloranfenicol. El crecimiento
cíe las cepas de Ii? col! se siguió por turbidimetría a 550 nm con un espectrafotónietro
Sliimadzu UV-260.
2.2-S. pneu¡noniae
Para el cultivo de 8. ¡nwumoniae se utilizó el niedio (3 + Y: medio CpHB (‘Fomasz y
Hotclíkiss, 1964) suplementado con extracto de Levadura 0,08% (p/v) (Difco). Para cultivos
en medio sólido se añadió al niedio anterior, agar al 1% (p/v) y catalasa (250 unidades/mí)
(l3oehringer Manheim) aunque en otros caso se utilizaron placas de agar sangre [T¡yptic-
Soy agar (Difco), suplementado con 5% dc sangre desfíbrinada de camero]
Las cepas transformantes de neumococo que contienen derivados cte pLSEI (Ronda
y cols,, 1988) se seleccionaron en un medio con tetraciclina a 0,8 pg/ml (medio liquido) 6 1
~tg/ml(medio sólido) ó bieii eritromicina (lO ~.tg/ml)ó inconiicina (1 ng/ml).
El crecimiento de este microorganismo se siguió por nefelometría con el empleo de
un nefelómetro (3oleman modelo 9, calibrado para contaje de viables en neumococo donde
1 N= 7,5 ~ L0~ unidades formadoras de colonias (UF(3/nil),
2.3- U acetobu/ylicu ¡u
Para eJ cultivo de este microorganismo se utilizaron los medias (3GM (Roas y cols.,
1985), TYA (Ogata y ¡longo, 1973), 2XYTG (Oultram y cols, 1988) y RCM (Reinforced
Clostridial medium, Difeo). Las esporas se activaron por calor a 70-80 0(3 durante 15
minutos. El crecimiento se siguió por turbidimetría a 600 nrn con un espectrofotónietro
Shimadzu UV-260,
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3- PROCEDiMIENTOS DE TRANSFORMACIÓN GENÉTICA
3.1- E. cali
Este microorganismo se transformó utilizando el método del RbCl (Kushner, 1978)
o bien mediante electroporación (Dower y cols., 1988).
3.2- S• inwumon¡ae
La preparación de cepas competentes de neumococo ha sido descrito por Toman
(1970). Los cultivos de neumococo poseen competencia natural en una determinada etapa
del crecimiento (la comprendida entre 280 N y 300 N. Una vez que el cultivo alcanza esta
concentración celular, se le añade glicerol al 10% y se congela rápidamente. Las células
conservadas a -70 0C mantienen la competencia sin pérdida apreciable durante largos
periodos de tiempo.
El método de transformación utilizado fue esencialmente el descrito por l3arany y
Tomasz (1980), excepto que la incubación con el DNA transformante se realizó a 300(3
durante 40 minutos en medio (31*18 suplementado con seroalbúmina bovina al 0,08% (p/v).
Después los cultivos se incubaron a 370C durante 120 minutos en medio C 4- Y con
seroalbúniina bovina al 0,08% (fase de expresión), antes de la siembra a 370C en el medio
sólido adecuado.
4- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en
condiciones desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato sódico (SDS-UAGE). La
técnica descrita fue la utilizada por Laemnilí (1970) utilizando geles de poliacrilaniida en
placa (160 x ~00x 2) entre el 8 y el 15 %. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos en
presencia del tampón de ruptura (TrisilCí 62,5 mM, pH 6,8; SDS al 2%, fl-mercaptoetanol
al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0,005%). Las electroforesis se realizaron a
temperatura ambiente y corriente constante (50 mA), utilizando un electrolito que contenía
‘rris-HCl 0,025 M, glicina 0,192 M y SDS al 0,1%. Las proteínas de los geles se
visualizaron con azul brillante de Coomassie R-250, según se describe en Swank y
Munkress (1971), Las proteínas empleadas como marcadores de tamaflo molecular se
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adquirieron de Bio-Rad: fosforilasa b (92,5 kDa); seroalbúmina bovina (66,2 kfla);
ovoalbúmina (43 kDa); anlíidrasa carbónica (31 kDa); inhibidor de tripsina (21,5 kDa). U
5- OBTENCIÓN I)E EXTRACTOS CRUDOS DE CULTIVOS CELULARES
Para obtener extractos de E. ccli y 8. pnennoniae, se cultivaron estos
microorganismos en lO ml del medio indicado en cada caso a 370(3 hasta alcanzar la fase
exponencial media. Los cultivos se enfriaron a 40(3 y se cerurifiígaron a 6000 x g durante 10
minutos, resuspendiéndose las células en 5 ííil de tampón fosfato sódico 20 mM, pH 6,9.
Una vez homogeneizada la suspensión, las células se rompieron en un sonicador MSE
modelo MK2 mediante cuatro tratamientos de 10 segundos cada uno, manteniéndose
siempre la muestra a 40(3 La suspensión sonicada se centrifUgó a ~10(3y 10.000 x g durante
LO minutos para eliminar los restos celulares. El sobrenadante <le esta centrifugación
(extracto crudo) se conservó a -2O~(3. La fracción proteica se valoró mediante el método de
lradford (1976) y se analizó mediante SOS-PACE.
6- PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA CspA
6.1— C ncetabutylic¡¡m
La proteína CspA se purificó a partir del sobrenadante de cultivo de la cepa de C.
acetobuiylicum N(3IB 8052 mediante cromatografla de afinidad en columnas de DEAE-
celulosa tal como describen García y cols. (1988b). Puesto que la proteína (3spA no se
presentaba pura, aunque constituía el 90% del extracto purificado, se procedió a la
purificación cíe la misma mediante electroelución utilizando un electroluidor ‘Dio—Rad 422
Electroeluter Model’. Para ello, se llevó a cabo un SOS-PACE en un gel al 8% con el
extracto purificado en DBAE-celulosa. La tinción del gel se realizó con el método <le
tinción reversa con sales de imidazol-zine (Fernández-Patrón y cols., 1992). La banda de
proteína mayoritaria correspondiente a la proteína CspA se recortó y se eJectroeluyó
siguiendo las instrucciones de los proveedores,
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6.2- E. coIi
La proteína CspA se purificó a partir de un extracto celular de un cultivo de Li? col!
TG-1 (pKD1547 y pLysS) en thse exponencial de crecimiento. El pLysS es un plásmido que
tiene donado el gen de la lisozima del fago T7 que infecta E. cali, el cual> tras la
congelación y descongelación de las células provoca la lisis de las mismas, sin necesidad de
recurrir a ningún procedimiento mecánico de ruptura. En nuestro caso, las células se
resuspendieron y concentraron veinte veces en tampón fosfato sódico 20 mM pH 6,9 con
Na(3l 0,5 NI, previa congelación y descongelación de las mismas para provocar su lisis. El
extracto se sonicó con la finalidad de romper el i)NA y se centrifUgó a 90.000 x g durante
treinta minutos con el fin de eliminar las envueltas celulares y precipitar cl DNA tras la
adición de estreptomicina al 2%. El sobrenadante se depositó en una columna de DEAE-
celulosa equilibrada previamente con tampón fosfato sódico 20 mM pH 6,9, realizándose el
proceso a 4O(3~ Después de lava¡ la columna con 40 volúmenes del mismo tampón fosfato
anterior más NaCí 1,5 M, la proteína retenida por interacción especifica con la colina se
eluyó con el mismo tampón pero con NaCí 1,5 M y colina 140 mM, La fracción proteica se
detectó mediante el niétodo de i3radford (1976) y se analizó en un SDS—PAGE.
7- ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA
Se realizó sobre paredes de celulares de 8. pneumoniae o de (2. acetobutylicwn
N(3IB 8052, según el caso, niarcadas radiactivamente con [metil—3H]colina (60 (3i/mmoL;
Amersham)].
7.1- Ensayo enziniático dc los extractos obtenidos (leE. adj
Se utilizó el método clásico para Ja determinación de la actividad amidásica de
neumococo (HÓltje y Tomasz, 1976), con algunas modificaciones, La mezcla de reacción
contiene 200 J.LI del tampón fosflito sódico 20 mM pH 6,9 a los que se añaden 10 pl de
paredes celulars de neumococo marcadas radiactivamente y de 5 a 30 pl de la dilución
adecuada del extracto que se desea ensayar. La incubación se realiza a 370(3 a diferentes
tiempos y la reacción se detiene tras la adición de 10 ¡tI de formaldehido al 35% y 10 jal de
seroalbúmina bovina al 4%. Las muestras se centrifUgan en una microfliga Hettich a 10,000
x g durante 10 minutos. A 150 ¡tI del sobrenadante de cada muestra se les añade 3,5 ml de
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líquido de centelleo ((3ocktail-22, Norniascint, Scharlau) y se detennina la radiactividad en
un contador de centelleo liquido LKI3 Wallac (modelo 1219 Raebeta). Una unidad de
actividad enzimática se define como la cantidad de enzima que cataliza la solubilización de 1
¡g de paredes en 10 minutos (HÓltje y Tomasz, 1976)
7.2- Ensayo enziniético de los extractos obtenidos deS, pneutnonine
La mezcla de reacción que contiene 200 ¡tI del tampón fosfato sódico 20 mM pl-1
6,9 con Brij al 0,1% y de 5 a 30 ¡tI de la dilución adecuada del extracto que se desea
ensayar se mantiene 5 minutos a temperatura ambiente para que el detergente solubílize las
membranas. Después se añaden 10 pl de paredes celulares de neumococo marcadas
íadiactivamente y se incuba a 370(3 ó 300(3 a diferentes tiempos. El resto es igual que en el
caso anterior.
7.3— Ensayo enzímátíco <le las proteínas puriflcadas
La mezcla de reacción contiene 200 ¡tI de tampón fosfato sádico 20 mM pH 6,9, 10
pl <le paredes y ¡0 pl de la dilución adecuada de la enzima purificada y se incuba a
diferentes tiempos. El resto es igual al primer caso.
8- TECNICA DEL WESTERN IJLOT
Las proteínas purificadas y las proteínas de los extractos crudos, tina vez separadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Schleiclíer and Schuell) según describen Sambrook y cols. (1989). La
membrana se saturó con leche en polvo desnatada al 5% (plv) en tampón PES (fosfato
sóclico 10 mM, pl-I 7,4; NaCí 140 mM) mediante incubación a 40C durante 12 horas.
Posteriormente, se incubó a temperatura ambiente con agitación suave durante 4 horas en
presencia <leJ suero anti-(3spA. Después de tres lavados de 10 minutos de duración cada uno
con 1>135 que contenía Tween al 0,1% (y/y), la membrana se hizo reaccionar durante 1 hora
a temperatura ambiento y suave agitación con anticuerpos de cabra anti-IgGs de conejo
conjugados con peroxidasa (Jackson Immunoresearch). Finalmente, tras un lavado con
tampón PBS, las bandas de reacción de los anticuerpos se visualizaron con peróxido de
hidrógeno y 4-cloro-1-naflol (Sigma).
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9- OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI-CspA
La obtención de anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteína (3spA se llevó a
cabo mediante la inmunización do conejos con la proteína CspA purificada mediante
electroelución tal y como se describe en el apartado 5.1. Se utilizaron dos dosis de 0,28 ¿ig
de proteína en solución salina. La primera en adjuvante de Freund completo (I:1;v/v) y, la
segunda, en acíjuvante <le Freund incompleto (1:1; y/y), dejando transcurrir un mes entre
ambas. La administración del antígeno se realizó de forma subcutánea. Una semana después
de la administración de la segunda dosis, se extrajo sangre a los conejos para la obtención
del antisuero. La sangre se incubó a 370(3 durante 5 horas y después se mantuvo a 4 0(3
durante 12 horas para permitir la formación del coágulo. El sobrenadante se centriftígó a
10.000 x g 5 minutos a 40(3, para eliminar restos celulares y, por último, se inactivaron las
proteínas del complemento durante 15 minutos a 560C. Se ensayó la especificidad del
antisuero obtenido, así como la posible reacción inespecifica del suero pre—inmune, mediante
análisis por Wesictn—hhn utilizando diferentes diluciones del mismo. Para evitar la detección
de bandas inespecílicas en el Weswr¡-blo¡, formadas por la posible reacción cruzada del
antisuero con otras proteínas celulares diferentes de la CspA, se preincubó el antisuero a
370(3 durante al menos tina hora con un extracto celular de la cepa que posteriormente se
iba a emplear para expresar la proteína (3spA, pero con el plásmido control sin el gen que
cocí i lica para dicha proteína.
10- FRACCIONAMIENTO SUBCELLJ LAR EN C ocetobutylic¡un NCIB 8052
De un cultivo de O. cwelobu¡yllcum NCIB 8052 en fase exponencial se
centrifUgaron 10 ml a 40(3, lavándose posteriormente las células dos veces con 20 mM de
tampón fosfito sádico pH 6,9 y conservándose el sobrenadante del medio de cultivo a -
2O~(3. El precipitado de células se resuspendió en 7 ml del mismo tampón y se rompieron en
un sonicador MSE modelo MK2 mediante cuatro pulsos de 15 segundos cada tino,
manteniendo siempre la muestra a 40(3, La suspensión sonicada conteniendo la fracción
soluble (citoplasma) y la sedimentable (envoJturas celulares), se centrifUgó durante 1 hora a
100.000 x g. El sedimento con las envolturas celulares se lavó dos veces con el tampón
fosfato mencionado anteriormente, resuspendiéndose posteriormente en 2 ml del mismo
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tampón. La concentración de proteína de cada fracción se deterniinó mediante el método
del Bradford (1976), utilizando la ctirva patrón de la seroalbúmina bovina.
11- ANÁLISIS DE CARBOlIIDRATOS
Los extractos ptírificados en columnas de DEAE-ceiulosa de los sobrenadantes de
U acútobutyhcinn NC113 8052 se corrieron en un gel SDS-PXGE al 10% y se tiñeron con
un kit de detección de glicoproteinas suministrado por l3oehringer Manheim (DIG Glycan
Detection Kit) tras la inmovilización de las proteínas en membranas de nitrocelulosa. Para la
determinación cualitativa y cuantitativa de carbohidratos de la proteina CspA, la proteína
electroeluida se hidrolizó con ácido sulffirico 4 N a 1O0~C durante 5 horas, y se neutralizó
con carbonato báilco, Los azúcares neutros, convertidos en los correspondientes acetatos
de alditol, se identificaron y cuantificaron por GPL(3 (Guarro y cols., 1993) utilizándose
inositol como patrón interno,
12- I)ETERMINACJÓN DE LA SECUENCIA N-TERMINAL DE LA PROTEINA
CspA.
La secuencia de aminoácidos del extremo N-terminal de las proteínas (3spA y Csp(3
se determinó mediante el método de degradación de Edman, según se describe en López y
cols. (1982a). Para ello se utilizó un secuenciador automático modelo 477A (Applied
Biosystems).
¡3- EXTRACCIÓN DE DNA CROMOSÓMICO
13.1— 0 acetobutyllcmn
Los DNAs cíe cepas de Closlrid!um que figuran en la tabla 5 se obtuvieron de Ja
siguiente manera: las células procedentes de un cultivo de 400 ml en fase de crecimiento
ej.
exponencial (DOsso=l-1.3), se centrifugaron y se lavaron con tampón TEO (50 mM
glucosa, 25 mM Tris-1-ICl, pH 8; 10 mM EDTA). Posteriormente, las células se
resuspendieron en una solución de lisis (sacarosa 10%; SDS 1%), manteniéndose a 370(3
durante 20 minutos. A continuación se anadió proteinasa K a una concentración dc SO
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jig/nd y EDTA lo mM, incubándose durante 2 horas más a 55-60~(3. Después de fenolizar
varias veces dicha solución, el DNA cromosómico se precipitó con 0,6 volúmenes de
isopropanol, se lavé con etanol al 70%, se secó y se resuspendió en aproximadamente 1 ml
de tampón TE (10 mM Tris-H(3l, pH 8; 1 mM EDTA).
13.2— S. pneunwn¡ae
Para la extracción de DNA cromosómico de las cepas de neumococo Lyf se partió
cíe 200 ml de un cultivo exponencial (600-700 N) crecido en medio (3±Y,se centrifUgaron y
se lavaron con tampón tbsfato 20 mM pH 6,9, resuspendiéndose posteriormente en 8 ml del
mismo tampón. A continuación se curaron (Tomasz y Waks, 1975) tras añadir 10 ml de una
soltíción de amidasa pura a una concentración de 2 mg/mí, incubándose 10 minutos a 37 0(3
para producir la lisis celtílar. Posteriormente se adicioné 0,5 ml de EDTA 0,5 M y se
mantuvo lO minutos más a 370(3, Tras la adición de otros 0,5 mIde EDTA 0,5 M y 1 mIde
DOC al 10% e incubación durante 15 minutos más a 370(3, se añadieron 0,25 mIde SDS al
20% y proteinasa K a un concentración final de 100 ¿~g¡ml. Dicha solución se incubé
durante 1 hora a 370(3, ultracentrifugándose el lisado resultante en un gradiente de
(3l(3s/BrEt (Sambrook y cols., 1989).
La concentración de DNA se estimó, en ambos casos, a partir de la absorbancia de
la preparación a 260 nm. Una unidad de absorbancia equivale a una concentración de DNA
de 50 ng/ml.
14- AISLAMIENTO DE RNA
14.1- Aislamiento de RNA de U ocetohutylicun¡ NCIB 8052
Para el aislamiento de RNA total se utilizó el procedimiento descrito por Walter y
cols. (1992) con alguna modificación. La cepa de C. acebolwtylicum N(3IB 8052 se incubó
en 300 ml del medio ‘[YA tras la adición de un preinéculo multiplicado durante la noche en
el mismo medio. Se fueron tomando muestras de 10 ml a diferentes tiempos a lo largo de la
curva cíe crecimiento. Se provocó la lisis celular con tres ciclos sucesivos de congelación y
descongelación con nieve carbónica y posterior mantenimiento a -70 0(3 durante 20 minutos,
Los usados se restíspenclieron en 3 mIde! tampón AB (20 mM de acetato sédico pH 5,3 y 1
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mM EDTA). A dicha suspensión se añadieron 6 ml de fenol ácido y SDS ai 0,3 %
previamente calentado a 600(3 y se mantuvo agitando durante 6 minutos a la misma
temperatura. Las muestras se mantuvmeron 5 mintmtos a 40(3 y se centrifUgaron en filo,
recogiéndose la fase superior, la cual se ajusté a 0,25 M con acetato sádico 2 M pH 5,3. Se
llevaron a cabo tres extracciones más con fenol ácido y se precipitó el RNA con 2,5
volúmenes de etanol absoluto, se secó y se disolvió en TE 10:10 (10 mM Tris-MCI, pH 8;
lO mM EDTA).
14.2— Aislamiento de RNA cieS. pneumon/ae
La cepa R6 de & pneumoniae se incubé en medio C + Y y se fueron tomando
muestras del cultivo a lo largo de la curva de crecimiento. Las muestras se centrifUgaron y
lavaron con TE (10:10). Las células se usaron con TE conteniendo 0,1% de DOC,
congelándose y descongelándose dos veces sucesivas con nieve carbónica. Posteriormente,
las células se incubaron a 60 0(3 durante 5 minutos con una solución que contenía SDS al
0,5% (p/v), acetato sódico pH 4.0 y fenol ácido equilibrado con agua. Las muestras se
centrifUgaron recuperándose la fase acuosa y extrayéndose el RNA con fenol caliente y
posterior precipitación con etanol absoluto. El RNA extraído se disolvió en el volumen
adecuado de TE (10:10).
En ambos casos el DNA presente en las muestras se eliminé mediante una hora de
tratamiento a 370(3 con DNAsa 1 libre de RNAsa (Pliarnmacia) en presencia de un inhibidor
de RNAsas (RNasina cíe Boehringer). La concentración de RNA se estimé a partir de la
medida de absorbancia a 260 nm, sabiendo que una unidad de absorbancia a 260 nm
cquivalen a una concentración de 40 jig/ml. Para determinar la calidad del RNA, las
mnuestras se analizaron en un gel de agarosa al 1%. Las muestras se conservaron a -70.
15- ELECTROFORESIS DE DNA
15.1- Electroforesis convencional
Se utilizaron geles de agarosa al 0,7 6 1% en tampón TAE (Tris-MCI 40 mM, ácido
acético 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8,1), utilizando el mismo tampón como electrolito. A las
muestras se les añadió 1-1,5/10 de su volumen de una soJución compuesta por Ficolí 400 al
30% (p/v), azul de bromofenol al 0,2% (plv), xilencianol al 0,2% y BOTA 40 mM pH 8,0.
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La electroforesis se realizó a 100-150 V durante 60-90 minutos, y una vez finalizada los
geles se tiñeron con bromuro de etidio (5 ¡tg/ml) para su visualización con radiaciómi
ultravioleta. Como marcador de tamaño, se utilizó el DNA del fago lambda digerido con la
enzimna de restricción BsIE11( Amershanú.
¡5.2— Electroforesis en campo pulsado (PEGE)
La preparación del DNA, embebido en los bloques de agarosa, se llevó a cabo según
Gase y cols. (1991) para £ pncumoniae y según Wilkinson y Young (1993) para U
acciobuIvlk~um, El DNA se digirió con las enzimas de restricción adecuadas según el caso,
previamente a su electroforesis en tampón ‘[BE (Tris 75 mM, ácido bórico 25 mM y EDTA
0,1 mM). La rampa utilizada lime de 1 a 50 s durante 24 horas para el caso de 5.
pne¡anoniae y de 5 a 50 s durante 20 horas para el caso de C. acetobutylicum, con un
voltaje en ambos casos de 200 V. Tras la electroforesis, el gel se tiñó con una solución de
bromuro de etidio (1 ~Lg/mI)durante 20 minutos, haciéndose posteriormente una roto del
gel. Los fragmentos de DNA se transfirieron a membranas de nylon siguiendo la técnica del
LSOUIhC¡/)—blOI, hibridándose posteriormente con las sondas radiactivas adecuadas a cada
caso.
16- PREPARACIÓN DE PLÁSMIDOS
La preparación <le plásmnidos a partir de las cepas de E. cdi se realizó utilizando el
método de Birnboim y Doly (1979) tal y como lo describen Sambrook y cols, (1989).
17- MANiPULACIÓN DEL DNA CON ENZIMAS DE USO COMÚN EN
BIOLOGÍA MOLECULAR
Las endonueleasas de restricción se obtuvieron de I3oehringer Manheirn, Aniershamn,
Pharmacia y New England Biolabs. La fosfatasa alcalina de intestino de ternera se obtuvo
de Boebringer Manheim. Amersham suministró la DNA ligasa y la polinuelcótido quinasa
del fago ‘[4, así como el fragmento Klenow de la DNA polirnerasa Ide E. ccli. Las enzimas
y sus tampones correspondientes se utilizaron siguiendo las indicaciones recomendadas por
las casas suministradoras.
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18- AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA.
Los fragmentos resultantes de la digestión del DNA con las enzimas de restmicción o
los obtenidos mediante P(3R, se aislaron y purificaron por tres procedimientos distintos,
18.1— Geles de poliacrilamnida
Se utilizaron geles de poliacrilamida no desnaturalizantes preparados en TBE (Tris-
borato 89 mM, ácido bórico 89 mM y EDTA 2 mM, pH 8,0) a una concentración variable
dependiendo del tamaño de fragmento a aislar. Se empleó como electrolito para la
electroforesis el mismo tampón ‘UBE. A las muestras se les añadió 1/5-1/10 de su volumen
de una solución compuesta por FicoIl 400 al 30% (¡>1v), azul de bromofenol al 0,2% (p/v),
xilencianol al 0,2% y EDTA 40 mM pH 8,0. Una vez terminada la electroforesis, los geles
se tiñeron con azul de metileno y se recortó la banda de DNA deseada en cada caso. El
DNA se eluyó de Ja banda de acrilamida tal como describen Sambrook y cols. (1989).
18.2- Técnica del GeneCleam
Los fragmentos que se desean aislar se separan primero mediante una eJectroforesis
en geles de agarosa. Posteriormente, se recortan las bandas de interés y el DNA se purifica
de la agarosa me<liante su adsorción a diminutas partículas de vidrio siguiendo la técnica de
Geneclean, tal como recomiendan los frabicantes (Di 101 Inc., La Jolla, (3A, USA).
18.3- Técnica dc la Il-Agarasa
111 empleo de esta técnica también requiere la separación previa de los fragmentos
mediante electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusión y posterior tratamiento
de la banda extraída con la fl-Agarasa, que hidroliza la agarosa, liberando el DNA. Para ello
es necesario fUndir previamente la banda de agarosa recortada en el tampén adecuado (10
mM Bis tris-liC! pI1 6,5; 10 mM EDTA) antes del tratamiento con la ~-agarasadurante una
hora a 40-42~C. Tras tratar con fenol y precipitar el DNA, éste se disuelve en el volumen





19- SECUENCIACIÓN DE DNA
La secuenciación de DNA se realizó según el método de Sanger y cols. (1977). Para
la reacción dc secuenciación se utilizó el T7 Sequemicing~ Kit (Pharmacia) y corno
nucícótido marcado radiactivamente, [a—35S]dATP(Amersham), siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes.
20- TÉCNICAS DE HIBRIDACIÓN DEL DNA y RNA
Los fragmentos de DNA marcados radiactivamnemite (sondas) se obtuvieron mediante
la técnica del random—pmimer utilizando [Q2P]d(3TP (400 (3i/nimol, 10 ¡tCi4tl)
(Amersham), el fragmento Klenow, la solución de iniciadores (Pharniacia) y los dNTPs
según se indica en Sambrook y cols, (1989). Todas las hibridaciones y lavados se hicieron
emitre 65 y 370(3 según las circtmnstamicias.
El marcaje de oligonucícótidos simitéticos se llevo a cabo mediante la utilización de la
T4 polinucleátido quinasa utilizando como isótopo (y~32J)] MP (5000 Ci/nml, lo ¡tCiI¡.ml)]
siguiendo las indicaciones de Sambrooks y cols. (1989). Las hibridaciones se realizaron
entre 37-40 0(3 y los lavados se hicieron sucesivamente a mayor temperatura, dependiendo
del oligonucícótido utilizado corno sonda y de la radiactividad incorporada en las
niemnbranas.
20.1- Soimthermm-blot
La hibridación del DNA mediante la técnica descrita por Southern (1975), se realizó
siguiendo el protocolo de Sambrook y cols. (1989). Las membranas de nylon para la
transferencia del DNA se obtuvieron de Schleicher and Schuell. Las bandas radiactivas se
detectaron tmtilizando películas Flyperfilmn1M—MP (Amersham) y pantallas amplificadoras
Duporít, Cronex Lightning Plus, a ~700C.La deshibridación de las membranas se realizó con
un primer tratamiento con NaOI-1 0,4 M durante 30 minutos a 450(3, y un segundo
tratamiento con 0,1 x 55(3 (NaCí 0,3 M, citrato sádico 0,003 M) y SDS 0,1% otros 30




20.2- llibridacíón de DNA sobre filtros de colonias celulares
Las colonias de E ccli se transfirieron a filtros <le nitrocelulosa (Millipore 1-lATE,
tamaño de poro 0,45 ¡Am) como sc indica en Sanibrook y cok. (1989). Las células se Usaron
sobre el filtro mediante tratamientos sucesivos, de 5 minutos de duración cada uno, con las
soluciones que se indican: fl NaCí 1,5 M y NaOH 015 M (2 veces); U) Tris-liCí IM, pH 7,0;
iii) Tris-H(3l 0,5 M, pH 7,0 y NaCí 1,5 M; iv) 2 x SSC (NaCí 0,3 M, citrato sódico 0,003
M). La fijación del DNA al filtro se realizó mediante incubación a 80 0(3 durante 2 horas,
Para eliminar los restos celulares, los filtros se hirvieron en agtma destilada durante 10
minutos. La hibridación con la sonda radiactiva se realizó como se describe en Sambrook y
cols. (1989).
20.3- Nortlmcrmm-blot
Tras el aislamiento de RNA, tal como se indica en el apartado 12, las muestras se
cargaron en geles de agarosa con formaldehido y se conieron a 9 VIern durante la noche. El
gel se dializó varias veces contra agua y se trató según describen San~brook y cols. (1989),
La transferencia de RNA se realizó mediante vacío utilizando como tampón 20 x SSC. La
membrana se secó durante 30 minutos a 650(3 y, posteriormente, se fijó el RNA con
radiación ultravioleta 10 mininos.
20- TÉCNICA DE PRIMER LCXTENSLON PARA LA DETERMINACIÓN DE LOS
SITIOS DIC INICIACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN
El RNA (19 ~g ) y el oligonucícótido marcado radiactivamente en su extremo 5’
con ~31~>ATP (106 cpm) se precipitaron eonjuntamene, resuspendiéndose el pellet en 30 ¡tI
de buifer de hibridación (40 mM PIPIS pH 6.4, 1 mM EDTA pH 8; 0,4 M Na(3l y 50%
formamida), desnaturalizando con calor a 850(3 durante lO minutos e incubando 12 horas a
300(3. El hibrido RNA-oligonucleótido se precipité con etanol y se disolvió en 10 ¡U de la
mezcla dc reacción de la transeriptasa inversa [lx tampón AMV (Promega); 0,9 mM dNTPs
pI-1 7; 0,4 U de RNAsina, y 3 U de enzima (avian myeloblastosis virus, Promega)]. La
reacción de extensión transcurre durante una hora a 420(3 y se detiene con NaOI-f a una
concentración final dc 0,4 M, manteniéndose 12 horas a temperatura ambiente para
desnaturalizar los ácidos nucleicos. Posteriormente se neutralizó la mezcla con ácido acético
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0,4 M y se precipitó con dos volúmenes de etanol absoluto, disolviéndose en una soiución
1:1 (y/y) de agua y solución de colorante (azul de bromofenol al 0,3%, xilencianol al 0,3%,
10 mM de EDTA pH 7,5 y 97,5 % de formanilda desionizada). Para determinar el sitio de
iniciación de la transcripción se llevo a cabo una electroforesis en un gel de poliacrilaniida al
6% conteniendo urea 8 M utilizando como referencia una reacción de secuenciación <leí
plasmido que contiene la zona promotora de interés. El resultado se determina por
autorradiografla.
22- REACCIÓN EN CADENA I)E LA POLIMERASA
Para llevar a cabo la amplificación se empleó un equipo de Pharmacia LKB y las
enzimas PI» DNA polimerasa (Stratagene) y Replitherm’M DNA polinierasa termoestable
(Epicentie). Las condiciones de amplificación se especifican en cada caso. Los productos









1- CARACTERIZACIÓN MOI..ECtJ LAR I)EL GEN ESTRUCTURAL espA
La proteína (3spA (§loslridiumn $.ecretable Qrotein) se caracteriza por ser la proteína
más abundante en el medio dc cultivo de U GCL’loblUvhcum N(31B 8052. Esta proteina ha
sido purificada mediante cromnatografia de afinidad en coltmmnas de DEXE—celulosa,
conteniendo el extracto purificado más del 90% de la proteína (3spA (Garc[a y cok., 1988).
Dicha preparación presentaba la peculiaridad de mostrar una actividad lítica de pared
dependiente de colina, la cual se caracterizó como una amidasa (García y cols., 1988). Por
ello parecia interesante la caracterización bioqu[mica y molecular de dicha proteína ya que
podria tratarse de tina autolisina dependiente de colina.
1.1— Clonaciómm (leí gen espA
Puesto que en el extracto purificado cmi DEAE—celulosa, la proteína (3spA no estaba
totalmente pura, se procedió a ~m purificación mediante electroelución siguiendo el
procedimiento que se indica en el apartado 6.1 <le Materiales y Métodos (Ng. lO). A partir
de la proteína pura se llevó a cabo la determinación de la secuencia de aminoácidos de su
extremo amino terminal (Ng. 5). Esta secuencia se utilizó para la síntesis de los
oligonucícótidos degenerados, denominados 01 y 02 (Ng. 5), que se utilizaron como
sondas para el análisis de varias genotecas construidas a partir del DNA cromosómico de U
acciolnaylicun¡ N(3IB 8052 digerido con diversas enzimas de restricción y ligado al vector
de donación pUC 18, utilizando Ji? cvii TG— 1 como huésped. La selección de las enzimas de
restricción más adecuadas para constnmir genotecas se realizó en base a los resultados de
experimentos cíe Souíl;e,n-bloi, utilizando como sondas oligonucícótidos sintéticos u otros
fragmentos donados. De este primer análisis se obtuvo un clon positivo que contenía el
plásmido recombinante pKITIO (mg. 5) que portaba un fragmento 1½I de 279 pb y que
codificaba para la región N-terminal de la proteína CspA. La utilización de este fragmento
¡‘s/l comno sonda permitió la obtención de un nuevo plásmido recombinante denominado
pK.01543 (Fig. 11) que contení a tres fragmentos Dral aislados a partir de una genoteca
Dm1. Mediante técnicas de hibridación se determinó el fragmento Dm1 que contenía el gen
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Figura 5— Mapa físico del gcmi cspA. En la ínrte superior cte la figura sc inuesira la secuencia dc
aminoácidos dc la región N-terminal dc la proteína CspA en código de trcs letras. 01 y 02 son los
oligoinícleátidos sintéticos utilizados en el primer análisis de genotecas, El trazo grueso tiegro corresponde
al gen estructural espil y el trazo fino a las regiones 5’ y 3’ no codificantes, Los insertos <le los plásmidos
pKITlO, pKDES43 y pKD1544, derivados de pUOl8, se ilustran en la parte imiferior dc la figxmra. 03 y 04
son los otigonucícóndos sintéticos mitiliyiidos para la amptiflcac¡óm por PCR dc la región 5’ del gcmi cs~»l,
Dianas de restricción: D, Dra!; 11, Uh:dlII; Ev, EcoRV; Pv, Pv¡dl; 1’, PsI!: Ss, ~Ss1>1,La longitud dc los
fragmuemitos se indica en kW
Puesto que el gen aún estaba incompleto, como se pudo comprobar por stm
secuencia, la donación del extremno 5. deL gen se llevó a cabo mediante la técnica del P(3R
inverso (IP(3R) (1-lanada y cok, 1993), siguiendo la estrategia que sc muestra en la figura 6.
Ptmesto que conociamos que el fragmento DraI ya donado contenía sólo un sitio &spl
situado, después del bucle de terminación y que pom- Soui/w,’,¡—blo( el tamaño del fragmnento
SspI contenía el gen completo, se sintetizaron dos oligonucícótidos para amplificar mediante
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PCR el testo dcl fragmento 5v>i que nos faltaba, utilizando como molde fragmentos de
DNA digeridos con Ss/II y religados consigo mismo (Ng. 6). De esta manera se amplificó
imn fragmento (le apioxi madamente 700 pb que se ligó a pUC 18 digerido 0011 Sinaí,
transfbrniándosc posteríoí’iiieíitc Ii? cali TG— 1. (3onsccuentemente se obttmvo el plásmido
pKD1544 qud cont ¡ene la region 5’ dcl gen cxvpÁ







Figura 6— Estrategia (le PCR utilizada para la clom¡acióm del extremo 5’ t erín i uní del
gen csp/I. El unzo grueso negro corresponde a la región de DNA cte secuencia conocida. El trazo rayado
corresponde a la región <le DNA que nos interesa donar y secuenciar. El trazo fino corresponde al DNA del
vector de donación pUCIS. 03 (5’-ATAAGCAGGCACTAAAOCCATAA-3’) y 04 (5’-
CTCAAACTÍCAGCAGGATGGACrF-3’) son los oligonuelcótidos sintéticos utilizados para la
amplificación por POR de la región 5’ dcl gen apA. Las abreviaturas utilizadas: Apk, reslstemícia a
-Ampicilina; Ss, Sg,>!; 5, Sinaí, Las condiciones utilizadas cmi la amplificación rueromí las siguientes: 1 miii a
9800 para la desnaturalización, 2 miím a 63 0 para la reasociacióím y 2,5 miim a 7O”C para la extensión con la
enzima durante los 5 primeros cielos. Los 30 ciclos restantes se ideicron con otras condiciones: 45 sa 9&C,




1,2— Anñlisis de la secimemicia de nucleátidos dcl ge» apA
La secimenciación dc los plásmidos que codifican para la proteína (3spA se llevó a
cabo mediante la preparación de subelones de dichos plásmidos y sectmenciación de los
mismos mediante la utilización de los prinwrs umíiversales obtenidos a partir de la secuoncia
del vector (pUC 18), En algunos casos, se utilizaron oligonucicótidos sintéticos como
iniciadores. La secimencia de nucícótidos del gen apA y la secuencia de aminoácidos
deducida de la misma se muestra en la figura 7, El codón de iniciación va precedido por umi
posible sitio de unión al ribosoma (RBS) situado a 11 nuclcótidos del ATG. Mediante la
técnica de primer exftnsión ha podido detertiiinarse el sitio de iniciación de la transcripción
situado a 29 pb del codon ATO (1%. 8). Anterior a éste sc localizan dos secuencias
características de promotores de genes de procariotas reconocidas por la subunidad a-70 E?
de ccli y a-43 de B. subtiltv (Fig. 7). La región 5’ que precede al codón de iniciación es más
rica en A+T que la región que codifica para la proteína CspA, siendo la relación de un 93%
y 64%, respectivamente. A 27 pb del codón de terminación TAO se localiza una secuencia
palindrómica capaz <le formar imna estructura de bucle que presenta una energía libre teórica
de -17,9 kcal/mol. Esta estructura va seguida de una secuencia rica en residuos de timina y
podría actuar como un terminador de la transcripción de tipo dio-independiente (Rosenberg
y Court, 1979).
1.3— Aimálisis de la secuemicia <le amninoAcidos y comparación con otras proteínas dcl
banco de datos
El análisis de la secuencia de nuolcótidos revela que el gen c.spA consta de 1.774 pb
que codifican para una proteína de 590 aminoácidos con M, de 63.740 y un punto
isoeléctrico de 4,1. Dicho peso molecular es sensiblemente inferior al estimado de 110.000
tras la electroloresis en SDS-PAGE. La comparación entre el amino terminal de la proteína
madura, y el deducido de la secuencia de nucleótidos, revela que Ja proteína es inicialníente
traducida con un péptido señal de 26 aminoácidos. Este péptido señal presenta las mismas
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Figura 7— Sec¡memmeia de nucícótidos del gen cspA. Sc muestra la sccuencrn dc anxínoécidos en
código dc imna leu-:m por emmcinin de la sccue¡mcia de nueleátidos. Las das posibles secuencias promotoras -lO y
—35, cl sitio dc unión al ribesonia (RI3S) y el posible terminador de transcripción aparecen subrayados, Pl.
P2, P3 y PA lineen rererencia a los motivos de unión a colina presentes en la proteina OspA y T a un posible




El perfil dc hidrofobicidad (1 IP), según describen Kyte y Doolittle (1982). indica que
la mayor pa ¡‘te de lii prc>t cina es bid rolilica (Hg. 9). La proteina es! a constituida por un 18%
dc mesiduos ácidos (Glu y Asp) y un 10% de ícsiduos básicos (Lys. Arg e 1-lis>. Sólo hay
pmescnte u mx císteina en toda la molécula. También se han localizado cuatro sitios
potenciales de N—glicosilaeión (N-X-T/S) en las posiciones 545, 558, 565 y 573 (Ng. 7)





Fig¡mra 9- Perfil de hidrofobicidad dc la
método dc K;’w y Doolittte (1982)
proteína CspA. Se llevó a cabo de acuerdo con el
La comnparación de la proteína CspA con las incluidas en la base de datos del EMBL
reveló que la región C—terminal de esta proteína era muy similar al dominio de unión a
colina de las enzimas líticas deS. pneumonicw y sus bacteí-iófagos (Garcia y cols., 1990;
López y cols., 1992; Ronda y cols., 1987) y del antigeno PspA (Yother y cols., 1994) (Fig.
57, pag. 162). También presentaba una importante similitud con las toxinas de U d(f/?cilc, y
con la GI3P y GTFs deS/refflococcus. Un análisis detallado de la región C—terminal mostró
que estaba compuesta de cuatro motivos repetidos de 20 aminoácidos de longitud y una
cola correspondiente a un quinto motivo imperfecto (flg. 7). Dado que se ha demostrado
que en las enzimnas de neumococo estos módulos confieren la especificidad de unión a la




A pesar de que la proteína CspA lime inicialmemite detectada en el medio de cultivo,
se localiza también en la envuelta celular y, en menor cantidad, en la liacción citoplásmica.
Los anticuerpos reacemonamon también con umxa proteimxa de M1 125.000 que aparecía en
mucíxa menor cantidad junto con la CspA tras la purificación por cromatografia de afinidad
en coltmmnas de DIIIAE—celulosa, sugiriendo que podría ser una proteina relacionada.
Curiosamente esta proteína parece ser más abimudante en la envtmelta celular que en el
sobrenadante del ixiedio de cultivo.
1,5- Expresión (leí gen cspA en ¡3, coIl
La región estructural del gen cs¡vI se reconstruyó de acuerdo con el esquema
presente en la figura II. Se tmtilizó un linkw sintético que proporcionase el RBS del gen lpp
de it? ccli, el codón de iniciación, así como el codón correspondiente a la fenilalanina
presente en la posición 2 de la proteína CspA. Esfuerzos iniciales por donar el fragmento
cromosómico S~pI conteniendo el gen osp4’! completo o la reconstrucción directa del gen en
el plásmido pUC 19 u otros vectores dc expresión que presentaran promotores fuertes,
como el plásmido pINIIIA3 con el promotor Ipx!, fUeron infructuosos ya que los clones
obtenidos contenían siempre plásmidos delecionados. Sólamnente cuando el gen capA lime
donado en pUC 18 en la orientación comxtraria al promotor /ac, fimimos capaces de extraerlo
de dicho plásmido y de clonarlo y expresarlo bajo el control de dicho promotor en el
pUCI9. En la figura 12A se puede observar como el crecimiento de A? cvii (pKDIS47)
sufre un retraso en el crecimiento tras la inducción con IPTO (isopropil-~-D-
tiogalactopiranosido) sugiriendo que la expresión del gen ospA en E. coil provoca una
alteración del metabolismo del huésped.
La producción de la proteína CspA en E. cvii (pKDI547) se detecté mediante el
análisis por Western-blo¡, purificándose posteriormente mediante cromatografia de afinidad
en columnas de DEAE-celulosa, dada la presencia de un dominio de unión a colina (Fig.
1213). Es interesante destacar que la proteína CspA producida en E. col! presenta un M1 de
80.000 el cual es superior al deducido de su secuencia de aminoácidos, pero inferior al de la















Figura 11— Reconstrucción del gen estructural apA. El trazo grueso negro corresponde al
¡¡uÑe, iitiliza<lo para introducir los codoixes que codificamí para los dos primeros ammxinoñeidos dcl gemí
estructtmral cspA así comíxo el sitio de unión a ribosonia dcl gen 1,>,> (lipoproteina> de IX. cofl. El trazo gnicso
rayado corresponde al gen estnmcttmrnl apA imicompleto. El trazo fino corresponde ~mlDNA plasmidico.
Simíxbolos: U, Dial; E, PeoR!; X, Xbal; Iae”, promotor <le los genes del opcrómx de la lactosa; APR, resistencia












La actividad lítica de pared, utilizando extractos caídos de E. ccli expresando la
proteina CspA (pKDI547) y paredes de (7. aceiobutylicun¡ NCIB 8052 con colina marcada
radiactivamente, Ríe mxula. Por otro lado, los anticuerpos anti—CspA no imxhibieromx la
actividad lítica presente en el extracto purificado en DEAE-celulosa a partir del
sobrenadante del cultivo de U acelobulylicun¡ NCIB 8052. Ambos resultados descartan en
gran parte la posibilidad de que la proteína CspA sea una enzima lítica.
1.6— Análisis de la presencia del doniimíio de unión a colina en otras cepas dc C
ocetobulylicum
Para denxostrar la presencia de genes homólogos al gen cópA en otras cepas de C.
ac¿uolnavl/cum, se realizó un Southern—bIot con DNA cromnosómico extraido de las mismas
tras la digestión con la enzima de restricción HincII. La hibridación se realizó en
condiciones no estrictas (450C), utilizando como sonda el fragmento Pv~~II—&vI que
codifica para el dominio de unión a colina de la proteína CspA (Fig. 5>. Además de en la
cepa NCIL3 8052, las cepas NI-4 y NI-504 en las cuales se habla descrito la presencia de
colina en la pared (Podvin y cols., 1988), contenían secuencias que hibridiban con el
domninio de unión a colina del gen cwA (Fig. 14). Estos resultados muestran también que el
DNA cromosómico de la cepa NCIB 8052 contiene al menos cuatro secuencias que deben
codificar para don1irxios de unión a colina. Respecto a la cepa NI-504, a pesar de estar
considerada como un mutante de la NI-4, presenta un perfil de hibridación diferente. Comx la
cepa ATCC 824 no aparecía ninguna banda de hibridación como cabria esperar pues es
sabido que mio contiene colina en su pared. Además Wilkinson y cols. <1993) habían
propuesto que las cepas NI-4 y NCII3 8052 eran la misma, y sin embargo nuestros
resultados indican que se trata de cepas diferentes. Todos estos datos revelan la posible
existencia de genes que codifican para proteínas con dominios de unión a colina en las cepas





2.1— Clomíaciómí y secuemíciaciórí del gen csp~’J
r;ste gen ha sido donado en tres fragmentos que nos Ixan permitido determinar la
secuendia nueleotídica del mismo. III primer fiagnícixto donado Ibe obtenido mediante el
análisis de umxa gefloteca /CcoRV dcl DNA de (1 aceiobutyl¡cun¡ NCIB 8052 preparada en
pUC 18 digerido con Sinaí y utilizando como Ixuásped Ji? ccli TG- 1. Las geriotecas se
analizaron mediante hibridación de DNA sobre filtros de colonias celulares en condiciones
no estrictas (550C), utilizando comxio sonda el fragmento Pi’ulI—SspI del plásmido pKDES43,
que codifica para cl dominio de unión a colina de la proteímxa CspA. De esta manera se
obtuvo un clon positivo que contenía cl plásmido recombinante pKC33, con un inserto de
aproximadamente 3 kb (Ng. 16), que contenía la región que codificaba para el dominio de
tmnión a colina de dicíxa proteína, tal co¡xío esperábamos tras los experimentos de Souihern—
¡dvi mealizados previamente.
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I~igumma 16— Mapa flsíco del gen cspB. En la parte superior dc la figura se mííuestra el nxapa lisico del
fragumícíxto <le DNA quc contienxe la sccumcrxcia coixipleta del gerx espí). resultado de la unión dc los insertos de
los plásrnidos pKC33, pKC33B y pKC34O. El trazo míegro grueso Ixace referencia al gen estructural osp)?. El
trazo comxúrxumo correspomide al fragnxemxto de DNA secumeixciado (Véase Fig. 18) El trazo discorítimxuo es DNA
quío queda por secumenciar Los trazos fimxos de la ¡,arte inferior de la figxmra hacen refererxcia a los tarnallos de
los insertos cloixados y umtilizados cix la secimeríciaciómí dcl ge¡x cspl3 y regiomíes ixo codificantes 0131 (5’—
CGGAATTCCGTCAGCTGCATCGTAAOCGTCG-3’) y 0132 CCGGAATrCCGGCGACAGG1T 000-3<)
son los oligoixucícótidos sintéticos utilizados para la clonaciórx nxediamxte IPCR dcl extremo 5’ del gemí api).




que en el caso del gen ospA pero comí una temperatura de anillaníiento de 500C. Puesto que
los oligonucícótidos fUeron diseñados con ur~ sitio de restricción EcoRI, el fragmento
amplificado de 1,1 kb y el vector de cloixación pUCIS se digimieron con dicha enzima, se
ligaron y con la mezcla de ligación se transformó E cvii TG-1 Mediante hibridación de
colonias, utilizando como sonda radiactiva el fragmento BamHI-SspI de 278 ph del
plásmido pKC338, se aisló un clon positivo con el plásníido recombir-tante pKC34O (Fig.
16).
En la flgímra 18 aparece la seetiencia completa del gen realizada mediante la
preparación de subelorxes de dichos plásmidos y secuenciación de los niismnos con
oligonucícótidos sintéticos y prinw¡s universales. Se puede distinguir un marco de lectura
abierto de 1.708 pb, que codifica para una proteína de 635 amninoácidos, correspondiendo el
péptido señal a los 29 primeros residuos, La proteína sin procesar presenta un A4 69.771,
siendo de 66.959 para la proteína madura El codón de iniciación ATO va precedido de un
posible RBS (AGGAGC) a 8 nucícótidos de distancia, A 133 ph del codón de termninación
se localiza una posible estructuna en bucle comi una energía libre teórica de -25,2 kcal/mol,
seguida de uíxa secuencia rica en residimos de timina, la cual podría actuar como un
terminador de la transcripción rlío independiente. Un análisis detallado de la región C—
terminal indica que está compuesta por 6 motivos repetidos, estructurados y con las mismas
características que los motivos de unión a colina de otras proteínas (Fig. 57, pag. 162).
2.2- Clomíacióní y secíremciaeión del gen cspC.
El gen cspC se lía donado en dos fragmentos que han permitido determinar la
secuencia nucleotídica de la región que codifica para la proteína CspC madura, ya que la
parte 5’ del gen con la secuencia cormespondiente al péptido señal con el ATO, el BBS y la
posible región promotora, no se lían podido donar En primer lugar se clonó un fragmento
dc 1,2 kb tras el análisis de un genoteca EcoRV construida en Ecoil TG-1 y utilizando
como vector de donación pUC18 digerido con Sinaí El plásmido recombinante obtenido
denominado pKC3 1 (Fig. 19) contenía, como se comprobó posteriormente por secuencia,
una región que codificaba para el dominio de unión a colina de la proteína CspC tal y como
cabria esperar al haber utilizado como sonda la región que codifica para el dominio de unión>
a colina del gen c.spA.
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Figura 18— Secuencia dc rítícícólidos del gen cspli. Sc muestra la secuencia de aminoácidos cmi
código de umxa letra por cixciuixa de la sectrenícia de mxuclcótidos El sitio de imixión al ribosonia (RUS) y el
posible teríxíjíxador de tr;mmxscripción aparecerx subrayados, Pl, P2, P3, [‘4, ¡‘5 y PO hacemí referemícia a los













Figtrna ¡9— Mapa físico <leí gen estructural cspúL En la parte sumperior de la figura sc mxxuestra el
muapa fisico <leí frixgm~xenxto dc DNA quío conxtiemícni la secuencio lixcoixíploma del gen ospC resultado de la
umíión de los insertos dc los plñsmnidos pKC3 t y pKC3 14. Los trazos lirios de la parte imuferiom de la figura
líace¡x reFerencia a los tanxxaflos (le tos insertos clonxados y que fueron utilizados cmx la secue,xciaciómx del gen
cspC y regiones mío codificamxtcs. OC í (5’~GCTGGATCAACATCATCGGAGTC3’) y 002 (5’-
COATGOATCflTfGATOA GO’ITI’C-3) son los oligonucleátidos sintéticos utilizados para la donación
¡xxediamxte fl’CR del extreixio 5’ det gen cspC Diamxmis de restricciómí: Ev, EooRV; P, Psi!; D, Dra!; 8, Sitial;
N, Ncol.
Puesto que el gen estaba incompleto se procedió de nuevo a la donación de la
región 5’ del gen mediante IPOR La enzima de restricción ¡‘srI, se escogió tras la
realización del experimento de Southern-hlvt que se muestra en la figura 20. La estmategma
seguida ftíe la misma que en casos anteriores al igual que las condiciones utilizadas para el
POR, aunque con una temperatura de arxillamiemxto de 6000. En este caso, los
oligorumelcótidos OC 1 y 002 utilizados para el POR no fueron diseñados con ninguna diana
de restricción por lo que el fiagmuento amplificado de 1,1 kb, después de tratarlo cori el
fragmento Klenow de la DNA polimnerasa, se elonó en un pUC 18 digerido con Sn¡aI,
empleando como cepa receptora E ooIi TG-l. Mediante hibridación de colonias) utilizando
como sonda radiactiva el fragmento ¡‘sil de 551 pb del plásmido pKC3I, se aisló un clon
positivo con el plásmido recombinante pKC3 14 que contiene la mayor parte de la región 5’
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Figura 21— Securerícia de nimclcótidos y amintoacidos del gen ospO Sc nmumestra la secuencia
de aoxximxoácidos en código de tímía letra por enícirmía de la seeuerxcia de ¡xírclcótidos. El sitio de unión al
ribosomna (RUS) y el posible termxíinador de transcripción apoirecemí subrayados. Pl, [‘2,¡‘3, P4, y [‘5hacen
mcferemxcia a los ríxotivos de umoxiómí a colina prescíxtes en la proteína CspC y T a umx posible nxotivo imixperíceto
El codómx de terrxiinación (TAO) sc imídica cori tmrx asterisco.
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con el plásruido mecomubinante pKC2I (Fig 22), se detectó por hibridación de colonias,
imdlizarido corno sonda el fiagmerxto Pí’uIl-&vpl que contiene la sectmericia dcl domirxio de
unión a colina del gen cspA.
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Figímma 22— Mapa físico dcl gen osp». Emx la parte suiperior <le la figura se muestra el mapa fTsico del
fragnxxcnto de DNA que contiemícmx la secumencia conipleta <leí gen cspI) resumhado cíe Li tírílón de los imxs9rtos
<le los pllsomxidos ¡K021 y pKC2 13 Los trazos linos de la parte inferior de la figura hacen referencia a los
(amaños (le los imxsertos elomíados y utilizados cmi la secueniciac¡órx del gemx cspc y regiones mío codificantes.
Dianas de restricción: P, ¡‘sil; Ss &,fl; 5, &na!; U, ilindIl!; He, 11kw!!
La región 5’ terminal del gen se aisló mediante una genoteca HindIII construida
también en TO-!, siendo el vector de donación un pUCIS digerido con Y/adIR y utilizando
coruo sonda el flagníento Kpnl-PstI de 459 pb del plásmido pKC2I (Fig 22), el ctmal ya se
había utilizado previamente para la realización de un Sowhern—bkñ qtte nos permitió
seleccionar la enzima de restricción más adecuada para conseguir la donación del gen
completo (Fig 23). Se obtuvo de esta manera un clon positivo con el plásmido
recombinante pKC2I3 (Ng 22)
Los fragmentos que codifican para el gen osp!) se secuenciaron mediante la
preparación de subelones de dichos plásmidos (Ng. 22) usando oligonucícótidos sintéticos y
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Figura 24- Secuencia de nimelcótidos y aminoácidos del gen osp» Se mixuestra La secímencia
<le arxiirxoácidos crí código de tina letra por enciníxa de la secímencia dc numeleátidos. El sitio de nmxiómí al
ribosoixia (RES) y el posible ternximíador de transcripciómx aparecen subrayados Pl, ¡‘2,11, [>4,y [‘5 líaccrx
refercrxcia a los rxxotivos de uoxión a eolimxa presentes cmx la protclrxa CspD y T a rjrx posible mxxotivo immipcrfccto.
El codón de terjxxinació¡x (TAO) se iuxdica comx un asterisco
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Cuando se etíantilmea la Semimejanza entre las regiones estructurales de los 4 genes (Tabla 6)
se observa que somí muy similares. El porcentaje de identidad es muy parecido entm-e ellos
siendo cl máximo de un 65,6% emitre los genes c.spB y espO y un mxíínirno de un 54,6% entre
los genes cspC y cspi) Emx el extremo 5’ de los genes estructurales, el mayor porcentaje de
identidad es dc un 67,70/o entre los genes espA y osp13 y el mínimo de un 52% entre los
genes espO y osp1) Respecto al extremo 3 de los genes estructumales, el mayor porcentaje
es de tmn 66,3% entre los genes o~p(?y osp!) y el mínimo de un 52,5% entre ¡os genes cspC
y cápA Aunque las regiones rio codificantes de estos genes no manifiestan ese grado de
similitud hay que destacar que los 43 primeros mxucleótidos de la región 3’ no codificante de
los genes c~pA y cspc son casi idénticos
La estructura general de las cuatro proteínas es la mnismna, estando estructuradas en
un dominio N—termi rial y un dominxio C—termninal, siendo éste último el dominio respomisable
dc la unión a colina, El porcentaje de similitud e identidad a nivel de aminoácidos es muy
elevado (Tablas 7 y 8) Eh máximo de similitud detectado es de un SO,20/o entre has proteínas
Cspl3 y CspC, siendo el nx’náximo de identidad de un 70,1% enílre las proteinas CspA y
CspC. El rníninxxo de similitud y de identidad es de un 68,1% y 54,8% respectivamente entre
las proteínas CspC y CspD, al igual que ocurría a nivel de nucleátidos, En cuanto a los
porcentajes de similitud e identidad entre los dominios N-terrninales por un Jado y los
dominios C-ternxxinales por otro se muestran también en la tablas 6 y 7, observándose que
los máximos valores se alcanzan en la región N-terminal El mayor porcentaje de similitud
en el domxiinio N-terminal se consigue entre las proteínas CspC y CspB siendo de un 83,4%,
mientras que a nivel de identidad, el mayor porcentaje se alcanza entre las proteínas OspA y
CspC siendo de un 72,3%. Los mínimos tanto a nivel de similitud como de identidad son de
un 67,5% y 52,5% entre las proteínas CspC y CspD, respectivamente Respecto al dominio
C-terminal, el muáxiniio valor de similitud •es de un 75% entme las proteínas CspA y CspD,
siendo el mayor porcentaje de identidad de un 64,2% entre las proteínas CspC y CspD al
contmario de lo que ocurí-la con estas proteínas a nivel del dominio N-terminal donde se
alcanzaban los valores mínimos Los mínimos son de un 66,9% a nivel de similitud entre los
genes CspJ3 y CspD y de un 57,6% de identidad entre los genes CspB y CspC Hl dominio
C-terminal está estructurado en motivos repetidos de 20 aminoácidos cada uno, variando el
número de unas proteínas a otras, siemndo de 4 motivos para la CspA, 5 motivos para la
CspC y CspD y 6 motivos para la CspB, terminando todos ellos en una cola con un número
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de aminoácidos varmable a exceperón del gen cspB. Hay que destacar que los motivos que s
localizan en la misma posición en las cuatro proteínas Csp sonx más parecidos entre ellos que si s
comparan los motivos presentes en cada proteína
CspAM r mc a A N 2< 1 T 5 L L V A A A 5 V 11 A L y P - - 23’
CapB M 1 R G ¡1 G 1< V T 5 L L V A A A T V A 3 L V ? E’ 5 25’
capO
Cap0 M i mc a ti T 2< A T 5 L L ‘4 A A A A 1 1 ~ i y p - - 23’




*** * * * * ** ***** ** ******* ** ** * ** * **** ***
CapA - A Y A A O y IC }< y mi 3 E O G tr ‘i Y N A ‘4 A Y 2< mi 41’
CspI3G A N A A EV 2< R 1330 DG ‘rl y MAlA Y 2<1350’
Capo- - - - A DV 2< Kl VS DO G TV Y NAVA Y 1<021’
Capfl - A E A A O Y E’ 2< Y 0 5 Q E O E’ 1 Y mi A ‘4 A Y 1< mi 47’
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
- - - Gc¶rTATGcTGCAGAcGTAAAGAAAGTTGAE’TCAG~GATGGTAcTGTATAC~TGcAGTAGcATAc7~AGAT 464
occccTAATccTocToAoGTcAAAAoAATTAo’rTcToAroAToo~eTATcTAT>~Tcc~TAocATATp~GAc 315
GCAGATGTAAAAAAAATTGATTcAGATGATGGTAcTGTATAc~TGcAGTAGOTTAo»AGAT 65
- - - CCACATGCAGCTGACTAcAc?AA)ATcoATTcAcMoMcaTAcwATeTAToAT~AcTAGcATAm~oAT 343
** **** ** ** ** ***************** *********** ** ************** ******
CspAG 1< Y E’ V O O E 1 N mi - O E E A Y Y V A O G 1< E’ N 71’
CapilO RAY! DG El NO - DES AY Y LS NG 2< FN 74’
CapO O 2< E 1? V O O E 1 N O — O E E A Y Y ‘4 3 0 0 1< E’ M 45’
CapO G 1< E’ Y y 1) 0 E ‘4 N mi 1< 0 E A A Y Y L A O O 2< Y N ‘72’
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
~ 536
GGTAAAGCTTATAT CGATGGAGAAATTAATGAT- - - GACGAAGAAGCflACTATTTATCCAAOGGAAAATTCAAT 381
GGTAAATTCTTTGTTGATcArAr)\AJ\TTMOGAT-- -GAcGAAGAAGCC¶rACTATGTATCTGATGGAAAATTTAAC 131
GGTAAGTTCTATGTTGATGGAGMGTTMTGAca\oAcoMccAocT~ATTATTTAocAoATooT»JIJtTAopJ~T 418
******* ** ****************** *** ****************** ** * ** ** **** **
CapA mc L E mi ‘4 mi 5 0 0 E A V L E’ O E 2< Y la mi ‘4 3 mi 0 0 96’
Capfl 1< la O mi ‘4 0 3 0 0 3 A A la E’ O E K Y L O Y 5 0 G 0 99’
CapO 1< la E 0 1 0 3 0 0 0 A mi L E’ O E 2< Y la mi 1 1<1 0 0 0 70’
CapoN L 3 mi 1 mi 5 0 A O E’ mi 1 Y 0 5 2< Y la E ‘4 Q O O 0 97’





************ **************** ** * ********************* ** ** ****** ***
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CapA Y E’ ‘4 13 L 13 K 0 5 ‘4 E’ U mi 13 ‘4 K O 13 T A U 13 A A A 12V 4
Csp]3Y E’ ‘4 13 la 13 KG 5V T 13 13 13 1 KG mi T E U DA A A 124’ 1
CapCY TV DL 13KG St TU DO E’ KG O T A U DAS A 95’ it
CapDY F ‘4 mi la mi 14 0 5 ‘4 E’ U E 5 1 2< E 14 A E mi 13 A A 5 122’ fIl





*********** ************** ******************** ** ***** * ******* * ******
CapAA la ¡4 2< K 1 2< 13 13 E’ 13 mi ¡4 Y la E $ E A E G y 2< 14 E 146’
CapBA la ¡4 K m< 1 2< 13 mi E’ O 13 R Y 14 E E’ E A 14 E’ 1 2< 13 5 149’
Capo 13 la II 2< 2< 1 2< 13 13 E’ mi 13 ¡4 Y mi E 13 F A 13 14 1 1 13 E 120’
CapDA L ¡4 2< 14 L 2< 2< 13 14 13 1< ¡4 Y A 5 5 E ¡4 E E’ 1 Q 13 la 147’





***************************** ************ ***** ****** ** * ********* *
CapAmJ 13 la A 1 1 0 0 A K Y 13 2< 2 W Y A 163’
CapB N H O O la E’ U la 1 2 0 A K Y 14 2< ‘4 14 Y Y 169’
CapO N 1< 13 13 E’ E 13 la T 2< la 14 1 1 2 0 A 2< Y 2< T 2 14 Y Y 145’
CapDA O A E 1 A O 14 2< F 5 A 2 14 Y 2< 163’
* * * * * * * *
GATGAE’ CTE’GCE’ATAATTGGAGGAGCAAAGTATGACAAGCCE’TGGTAE’GCT 812
AATCATGGTGAC -. OTAE’TCGATTTAATTOOAGGAGCAAAGTATAATAAGGrrTGG¶’ATTA’r 672
AATAAAGATGATACTGAAGATE’E’AACTAAATTAAATATAAE’TCeAacToe’PAAAE’A¶flxIxAAoTcCATGGTATTAT 437
GCTGGCGCAGAA AE’TGCAGGAAATAAATTCTCAGCTCCE’TGGE’ATAAA 691
** * * ** * * ***** ******* ** *** * * ******** **
CapAT E’ Y E’ AS A KA 1 013- vw O la E’ A E’ 14 142< - - 185’
CapB E’ O Y 2< A A Q 2< 5 1 13 2< 14 ‘4 14 0 la 14 0 L U - 5 A H 193’
Capo T O Y 2< A A 13 2< A ‘4 N 13 14 V 14 G L 2< 5 1 E’ U Q 14 K 170’
CspD E’ E Y E’ - 2< 13 14 A E’ 14 0 3 ‘4 A 1< L 179’





*** ****** *** * * ****** * ***** ************* * * *
CapA - - E’ 14 ‘4 Y T 13 T 14 0 A Y 1 13 A 13 Y 14 la O K ‘4 2< V 208’
CapEO 1 E 14 ‘4 E T 13 13 2< 0 14 Y 1 U A 13 Y 14 la O 2< ‘4 1< V 218’
CapO ¡4 V E 14 ‘4 Y T 13 T 2< 0 G Y 1 13 A U Y N la G 1< ‘4 2< y 195’
Capfl- - - MV Y T DA Q 014 Y 1 DAD Y N L G 5 1 KV 201’





** *************** * ***** ************ ** *********** ******** ***
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CapAT T T A mi O A E’ 2< E V E’ ‘4 E N E’ N 13 E’ Y 228’
CapilE’ E’ E’ A 5 5 A 5 0 E’ E’ L T 2< T mi T 1 E ti E’ ti mi A Y 243’
Cap0 2< T E’ A D O A 5 - - - - E’ 2< E’ E T 1 E N E’ N O 2< Y 216’
CspUT E’ T A 5 5 E’ T - - - - 5 2< T ‘4 T 1 A t4 E’ mi mi $ Y 222t
* * * * * * * * * * * * * * * *
ACAACAACAGCTTCAAGTGCTE’CTGGTACTACAE’TAACAAAGACAGAE’Ac~TAoAopAcAc»Jg\coAcocE’TAc 1007
ACAACAACTGCTGACGGTGCT AcAAAAoAAoTTAcToTAaAAAAcACuxJ~eoATAcTTAE’ 894
AAAACCACE’GCTGATGGE’GCATOA ACTAAAACAGAAACAATAGA ATACTAATGATAAATAC 650
ACE’ACAACTGCATCE’TCAACAACT E’CTAAAACAGTAACTATAGCTAATAcA~AE’~AE’E’cE’~~’p 868
************ **** ** ******* ** **** ** ***** *** **
CapAD A A 0 5 5 mi 5 0 2< U 2< ‘4 5 A 5 ‘4 - - 1< 246’
CapE 13 A A mi 0 1 Y N O E’ 5 ‘4 5 0 5 mi 2< L 5 A 5 ‘4 - - ‘4 266’
CapOD AA O KD DA LT A 5’4 --5230’
CapD mi A 13 0 T 5 U A T 0 2< 2< 5 5 A $ ‘4 mi T 3 242’
* * * * * * * * * * *
GATGCAGCE’GGTE’CE’ AGCGATTCAGGAAAAGATAAAGTAAGTGcAAGTGE’E’ MA 1061
~ GTE’ 963
GATGCTOCTGGE’ AAGGATGATGCAcTAACE’GcAAGE’GTr TCO 692
GATGCTGATGGT ACE’TCTGATGCTACTOGAAAGAAAAGTTCAGCMGTGE’E’GATACTTcT 928
***** ****** * * ****** ** **********
CapAO E’ A ‘4 la T 0 13 2< 13 N 1 Y ¡4 la - - ‘4 E ‘4 E’ ‘4 2< T 0 269’
CapE O 13 ¡4 ‘4 la E’ O D 2< 13 Y 1 Y R la A T ‘4 2< Y E’ 1 T E’ 0 291’
CapO 0 13 2< 1 L E’ O 13 13 mi Y 1 Y ¡4 la A T Y 2< ‘4 ¡4 ‘4 E’ E’ mi 255’
CapDA 0 2< ‘4 1 0 0 13 A ¡4 Y Y Y ¡4 E’ A 2< ‘4 T ‘4 ti A A ¡4 0 267’





**** ** * ** * ********* * ******** ** ******** * ********** *** ** ******
CapAn O ‘4 - — - 1 T E 1 N O V 2< 1 A 13 Y O A Ii T — — — 280’
CapEA A A T - - 1 5 E Y ti 0 ‘4 2< ‘4 mi 1’ ¡4 ti 3 ti 13 - — - 311’
CapCA O A 2< y ~ 1 5 E 1 ¡4 0 ‘4 5 L ¡4 1’ 2< ti A ti 13 2< 1’ 0 280’
CapDA T - - — - IT RIN OH D’4 TV DG O H T - — — 285’





**** ** ** ************ ** * ** * ** ***
CapA’4 E’ O O E’ ti - - E’ E ‘4 E’ E’ 1’ A Y O K 1 5 306’
CapE! E’ KV E ti ¡4 GO ‘4V 5 E’ 2< Al Q Kl 5 331’
CspCI E K’4 E ti 13 00 TV 5 E KA! O Kl 5 300’
CspD — E’ T ‘4 5 ¡4 0 T la 0 $ 5 A 5 E’ ‘4 0 E’ ti ‘4 Y 0 2< Y 5 309’
* * * * * * * * * *
GTATTTGGTGGTAcA MC ACE’GAAGWAACATE’CCCAGCE’ATCCAAAAGATATCA 1241
ATCTTCAAAGTTGAAAATAAc GGACAAGE’E’GTATCTTTCAAAGCTATE’CAAAAAATATCA 1150
ATATE’TAAAGTTGAMI½E’oAT GGAGGAACTGTATCATTCAAGGCTAE’TCAAAAGATATCC 902
- - -TTTACE’GE’AAGCAAE’GCE’ACATTAGGATCAAGE’GCTAGTAcAGE’TGGAE’TCAATGTTAE’COAAAAAATATCA 1329
* **** *** **** * *** * ***** ***** ***** ******
89
RESULTADOS 1 ~
CapAN A O A 5 13 13 ‘4 13 0 A 2< Y A 2< 1’ ‘4 1’ E’ Y A la 5 mi mi 331’
Capflm< E’ O A 5 0 mi 1 mi 13 A 1< YAK TV T E’ Y A la 5 U 1<356’ ‘4
<>41
CapO 1< A O mi 5 mi 13 ‘1 13 0 A 2< Y A 2< 1’ ‘4 T E’ Y A L 5 mi E 325’
CapD 2< A O A 5 0 ¡4 ‘4 mi O A 2< Y A 2< 5 ‘4 T E’ y y ‘4 ~ 1) E 334’
—1






***** ******** * **~************************** *************** ***********
4
CapAS O N 2< 1> mi E 0 5 la E’ ‘4 1< T 13 0 E’ AV E’ E’ T 2< Y E’ 356’
Cspfl13 O K 2< E DA E DL E’ 1 ¡4 T 5 0 ¡4 VV T T 1’ ¡4 YE’ 381’
CapUD O 2< N E DAN 13 la E’ L NT 1301’ 1 ¡1 ED T 2< FE’ 350’
CapDD 0 2< N E A E’ A Y 13 ¡4 Y E’ 347’
* * * * * * * * * * * *
~ 1391
GATGGTAAAAAGTTAGATGCTGAAoATTTATTTATzlsTAcTTcAcoc~coTAoTcACTAc¡~cE’~oTATACT 1308 >4>’
.1 4...GATOGTAAAAAC O TAGATGCTAAAGAOTTATTCCTAAATACTGATcocAcTATcpi\ToMoATACTu~TTTAcT 1052
GATGGAAAAAAT GAAGCE’TTCGCTTATGATAACTATACT 12’13
***** ***** ****** ** ***** ******** ** * * ** ***** * ****
CapAV ‘4 N 0 2< la 1 A Y ¡4 T 13 1 ¡4 13 N 2< 2<’4 T V DA Y T 381’
CapB’4 0 5 0 2< la 1 A Y ¡4 5 E 1 ¡4 ¡4 N O K ‘4 E’ ‘1 R A Y 1’ 406’
CapCV ANO 1< LI AY NT E NNE Y 2< 2<’4VV RA Y 5375’
CapflV A N 0 2< 1 ‘4 0 Y T A ¡4 0 E’ ¡4 ‘4 ¡4 E’ A E’ O - - - 1’ 369’





**** *** ***** *************** **** ***** * * ** *********** ** *** **
CapA la 2< T 2< 0 0 Y Y Y A 13 E E mi 2< 5 E E mi O E ‘4 5 A O 405’
CapI3 la 2< 5 5 5 0 E Y Y A mi E E 13 0 5 2< E O O E ti 5 2< ti 431’
CapO la 2< T 2< 0 0 Y Y Y A mi E E mi E 5 2< E O e E ‘4 5 5 0 400’
CapoL 5 5 KW O Y Y Y ‘4 mi LO O E AS E DV - — — 2< E 391’





***** **** ****** ****** ** ************ **** *********** *** ** **
CapA U 2< E’ E’ A A ‘4 O T 0 ‘4 13 0 N la W R la O O O Y 1 Y 2< 431’
CBpBQ O - - A A ‘4 Q 1’ 13 ‘4 mi O ti la W fl la U O O Y 1 Y 1< 454t
CapO U 13 2< 1’ 5 A ‘4 0 T 13 y ~ O ¡4 L W II la 13 0 0 Y 1 Y 2< 425’
Ospfl ¡4 0 1’ 2< 5 A ‘4 mi T U ‘4 13 0 2< ‘4 W R L 13 A O Y 1 Y 2< 416’





*** ** * * ************** *********** * ******************************
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RESULTADOS
CapA E’ 13 N T mi mi W mi 2< ‘4 Y 2< ‘4 mi G 5 E’ 13 E 1 5 ‘4 Y U 2< 456’
CapB E’ O N 1’ 13 13 W mi K ‘4 Y R V mi 0 5 E’ mi E F 5 ‘4 Y 0 2< 419’
CapO E’ 13 N 1’ 13 13 ¶J 13 2< ‘4 Y 2< ‘4 13 0 5 E’ 13 E 1 5 ‘4 Y 13 2< 450’
oapDW 13 N 13 E E) W T 2< ‘4 Y 2< ‘4 1) 0 5 E’ mi Q M 5 ‘4 Y ti Q 441’





*********************** ***** *********** ***** ******** * ***** ** ******
CapAD ¡4 ti ‘4 A W 5 E 13 13 mi ‘4 Y 5 la 1 0 G 2< 5 13 E ti 2< 0 481’
Capfl 13 N 1 ‘4 It W 5 2< mi 13 13 ‘4 Y 5 la 1 0 0 2< Q 5 ¡4 E’ U 1> 504’
Cap0 13 N 1 A A W 5 E mi 13 U ‘4 Y 5 L 1 0 O 2< 5 5 mi O ¡4 N 475’
Capfl 13 N 1 ‘4 A W 5 2< E 13 13 ‘4 Y 5 ‘4 1 0 0 K O T 5 1’ E’ T 466’




GATAATATO OTAGOTTGGAGE’AAAGAAGAE’GATGT TTAOTCAGTAATTGGTGGTAAAGGTACAAGTACACOAACA 1500
** ***** *********** ************************* ** ****** ** *** * *
CapAD 13 0 0 T T 1’ ‘4 ‘4 2< A O W A Q T 8 A O - W E’ Y ‘4 1< 505’
CapE 13 13 - - - T E’ ‘4 ‘4 2< T O ti y Q A 8 13 0 E’ ti 8 Y 1 2< 526’
CapCT ¡4 - - - E’ E’ T T T ASti ‘40 A A E O E’ W E’ Y ti 2< ‘297’
CapD 13 - - - E’ T E’ ‘4 ‘4 ti 2< 0 ti ‘4 2< E’ mi A O - ti E’ E’ Y ¡4 487’
* * * * * * * * * * * * * * *
GAE’GAOCAAGGAACAAOTCCTGTAGTTAAAGCTGGTTGGGCTCAAACTTCAGCAGGA- - -TGGACTTATOE’TAM 1838
OATOAT AOTCOAGTAGTAAAAACAGGATGGGTACAAGCTTCAGATGGAACTTGGTCTTATATTAAA 1743
AOTAAT CCTCOAACTACAACTGCAGGATGGGTACAAGCTGCTGATGGAACTTGGACTTATAATAAA 1493
GAT CCTACTCCAGTTGTAAATAAAGGATGGGTTAAGACE’GATGOAGGT- - -‘PGGAcA¶PTcTAOAAT 1663
***** * ***** ********** *** ** * * *** ********* ****
CapAA U O E’ 2< A E’ O - ti L O D O O It ti Y Y la K A E O E’ 529’
Capl3A 13 0 ¡4 2< A E’ O - ti ‘4 0 mi 0 8 E’ ti Y Y E’ 1< A E 0 8 550’
CapO E mi O E’ 2< A E’ O - ti L ti L ti O Y ti Y Y L ¡4 E’ E O ‘4 521’
CapO E’ 13 Y E’ O V ic a Q ti y ti ~ ~ ~ Y ti Y Y 1 2< A E O E’ 512’





************** ** ** ** *** * * ** ******* ****** ** ** *********** **
CapAMAT O W 1 QE OATWYYLtiG 8 GAMQ TOWSS’I’
CapEN A E’ O ti ‘4 0 fl 0 8 E’ ti Y Y E’ 0 8 ti a G ti O T O ti 575’
Capo LI A E’ O ti L ti L ti 0 ‘4 ti Y Y L >1 P U O A ti A E’ fi ti 546’
CSpOIIA E’ 0W! Q mi OS E’WYXLQ 88 OAHICE’0W537’





*************** *********** ********** ***** * ******* * *** ***********
9’
RESULTADOS
CapAL LI O ti O E’ E Y Y L LI a s a A ti L a - 573’
CapE la ti ti ti O st ti Y Y L 0 5 ti a a ti XC st <3 ti 1 ti D LI 0 600’
CspC la ti 1 N O E’ W Y Y la ti 8 5 <3 A ti A E’ <3 ti L ti U ti G 571’
Capo 1 N U ti O E’ W Y Y 1 o s a O A LI 5 st a ti L LI O LI 6 562’





****** *********************** * ******** * *** ********* ********** **
CapA E’ E’ st P U O Y Y ‘4 582’
CspIlNW Y Y LOS tiS OH Q¶tGWEtiD LIO TifYY la 625’
CapCT W Y Y 1 N fi 5 0 A LI - - - la Y LI E’ E’ ‘4 mi O Y ‘4 L 593’
CapO E’ W Y F L ti 8 fi G A LI - - - la A ti E’ E’ ‘4 mi a Y LI - 583’
* * * * * * * * * * * *




* ****** * *** * **** ** * *** * *** ** ****** *** * **
CapAG A ti (3 A ti ‘4 2< - - 590’
CapI3Y 8 ti O Y LI A A ti E’ 636’
CapCG 8 ti O A ti 1 U - - 601’
CapO







4141f$4Figmmma 25— Conípam’aeión dc las secímemicias de a¡nim¡oácidos de las proteínas Csp, Debajo de la
4414141sccioemxcins (le arxd¡xoácidos se míxueslranx las secuencias de mielcétidos que codifican para las proteínas osp. Cad
asterisco sigoxifica la coníservaciómí de Ires muicleátidos o tres arninoAe¡dos en dicha posición Las dominios de unión ¿41LI41













‘1’» hIn 6— Po n-cenm taj e cíe idemi (¡<1 ud cml (re las regiones es t itictursíles tIc los genes cspA,
osp!), rspt y osp1).
(3omet~ cs¡.>A cspfl cspC cspD
1½)
espA --- 65,3 61 54,6
cspl? 6%, 3 —— 65, 6 58, 2
OS/Nl 61 65, 7 —— 54, 6
osp!) 55,6 58,2 54,6 ——
13)
cspA -— 67,7 63 55,5
cspJ3 67,7 —— 66,3 57
cspc 63 66, 3 —- 52
cspf? 554; 57 52 ——
c)
ospA —-- 54,7 52,5 56
cspfl 54,7 —— 62,6 63,6
cspC 52,5 62,6 —— 66,3
osp!) 56 63, 6 66,3 ——









para los domniuxios N—terminiales
para los domxxi rxios C-termninalcs
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RIZSULTADOS
TiíL>ln 7— Porcentaje <le similitud enmtm’e las proteínas CspA, CspB, CspC y CspD.



















































A) Conuparaciómí dc las proteínas eonxiplctas.
[3)Coixxíiaraeiómx dc los donxniníios N—lerjnimialos
C) Comxxparaciómx cíe los domxxinios C—termuinxalcs dc las proteimxas.de las proteínxas
94
RBSULTAI)Os
<¡‘a bín 8— Po m’cenítaj e de idenutidad entre las proteírxas CspA, CspB, CspC y CspD
ProLeinéui CspA CspIS CspC CSpD
A)
Csp/\ —-- 60,2 704 56,8
CspI3 68,2 —— 68,7 55,3
CspC 10,1 68,7 —— 54,8
Cspt) 56,8 55,3 54,8 ——
13)
OspA —— 70 72,3 55,9
Cspl3 70 —— 71, 4 54,6
CspC 72,3 71,4 —— 52,5
CspLl 55,’9 54,6 52,5 ——
(2)
CspA —— 59,1 61,0 61,3
Csp¡3 59,1 —— 57,6 58,7
CspC 61,8 57,6 —— 64,2
GripO 61,3 58,7 64,2 ——
A) Coixxparaciónx <le las protelixas
13) Comparaeiáix dc los domxurxios








5- Utihizaciómí de codones de los genes osp4, ospil, cspC y cspD.
Es bien conocido el bajo porcentaje en O-FC que prescrita el DNA de U
act’iohuti’htmn Este hecho Ixa ejercido inri mareado efecto cmi la utilización de codones con
A ÓT, predomninaniente (Youmnig y cok., 1989). En la tabla 9 se exporxen la utilización de
codoixes de los genes descritos Ixasta el nioníiento, rxo mostrándose ninguna diferencia
significativa en cuanto a la umtilización de codones entíe unos genes y otros
Mayoritariamente se utilizan los codones con un alto contenido en A y T, siendo los más
empleados los que presentan unía A ó T en la tercera posición. Es de destacar la única
utilización del codon AGA para la arginina, a excepción de los senes ospB, cspC y osp].)
que utilizan también, aunixque una sola vez, los codones AGO, CGA y CGT,
íespccti\’anxiente Respecto a la histidina y glutanxina, sólo se utilizan los codones CAT y
CAA, respectivamente y como codon de terminación los cuatro genes utilizan TAG. Al
igual qure ocurría comí el gen osp4, las regiones codificantes sorx las que presentan un mayor
contenido crí (¡‘O, siendo la media del 35% mientras que, cmi las regiones 5’ y 3’, la media
es de umí 19% y un 25%, respeelivameuíte.
2.6- Estudio (le la tmamíscriíwiómm de los genes osp4, osp1?, cspC y api)
Dada la presencia de cuatro genes hxomxíólogos, o isogenes, en la misma cepa
bacteriana, podría ocurrir que dichos gemxes se transcribieran conjuntaníente, en caso de que
formaran parte de umx operón, se transcribieran de muanera independiente o no se
transcribieran, al menos en las condiciones utilizadas Para realizar el mapa de transcripción
se llevó a cabo el aislamiemxto de RNA de C. acetob¡ayIicu¡n NCIB 8052 y posterior análisis
del níisnío por Norilwrn—bIot siguiendo las patitas descritas en el apartado 203 de
Materiales y Métodos. ¡lay qíme destacar que las sondas utilizadas para realizar los
experimentos de hibridación fUeron los fragmentos PvuII-SspI del plásmido pKDE54J,
HindIlI dcl pKC33, i>siI del pKC3 1 y 1>s/I-EcoRI del pKC2I, pertenecientes a los genes
c~pA, npIJ, c.spC y osp]), m’espectivamemíte (Figuras 5,16,19 y 22) Como se puede observar
en la figura 26, en las condiciones utilizadas, sólo se transcriben los genes ospA y cspC
durante la fase exponecial de crecimiento, siendo el transcrito primario de un tamaño
aproximado dc 1,9 kb Dicho tamaño se corresponde muy bien con el tamaño del transcrito














































































































































































































































































































































































































































(Fig. 8) y al bucle de ternvxiniaeiómx (Fig. 7). La señal radiactiva es mxíuy intemísa para ambos
genes, lo cual n erníjite suponer que la cantidad de transcrito simítet izado es muy alta, lo qtme
se 1)0(1 mía traducir en la pnodtrcciónx de una carxtidad considerable de proteína Esto emí
Pm’in~P~ concuerda bien cori el caso de la proteimia CspA que como sabernos es la proteína
mayomitaria del sobiemíadarxte de cultivo de O wcloburvlk’un¡ NCII3 8052 Emi el caso del
gen osp!], ftl)arCCC urxa tc.nuc bamxda del mismo taníaño que crí casos anteriores, pero que
pensamos que es iíxespccíflca, ptres los experinxíenxtos de pr/mci’ exiension realizados para
localizan la zona promotora lxaíx sido inflimetuosos, Tamupoco sería de extrañar que la
hibridación fuer¿x inespecilica dada la elevada lioniologla que presentan estos genes a nivel
cte miucleátidos. Por otro lacio, el híechio de que el gen c.spC se transcribiera de manera
iniiportante nos hizo pensar cmx la posibilidad de qtne la segunda proteína mayoritaria presente
crí el ríxedio cíe cultivo cíe (1 cwelobun’licu,n, con uní M~ de 125000, fuera la proteína CspC
Esta proteinxa se purlica también por croníatografla cíe afinidad en DEAE—celulosa junto
cori la protel mía CspA, reacciona fi-ente a los anticuerpos anti—CspA (Fig. 10) y da positivo el
test de deteceiónx dc glicoproceinías (Ng 13) Para comprobar que nuestras conclusiones
eran correctas, se ptmriflcó esta proteína por eLectroelLmción a partir de un extracto purificado
en DEAE-celulosa y se detemmíninó la secuencia de su extremo N- terminal, confirmándose
este resultado.
2.7— Localización cromosónmica de los gemíes ospl, csp JI, cspC y cspD
Del estudio de la transcripción de los cuatro genes se comprobó que dichos genes no
constitulamí un operómí y que por tanto, existía la posibilidad de que ni siquiera se localizasen
juixtos crí el rríismo fragixíento del cromnosoma Para ello se realizó imnía electroforesis en
canípo pulsado cori el DNA cronííosómico de O. acetolndylicum NCIB 8052. En la
elecciómí de las enizinías de restricción para la digestión del DNA, se ttrvo en cuenta el alto
contenido de A-r-T que pieseníta este nxicroorganisnío, por lo cual las enzimas de elección
serian aquellas que reconocieran secuencias cori un alto contenido en G+C, existiendo así
pocos sitios de corte en el DNA cromosómico de dicha cepa Las enzimas utilizadas Rieron
EcoS2I, MInI, NruI y SsuI, siendo los fragmentos utilizados corno sondas para los
experirííentos de hibridación, los misnios que los utilizados para el Norfhcrn-blot. En la











3- CARACTERIZACIÓN MOLECtJLAR DEL GEN ESTRUCTURALpcpA
No sólo crí 8 ¡>iwitnn>inút’ cxisten proteínas comí dominios capaces de reconocer e
interaccionar con los residimos dc colina de los ácidos teicoicos de pared, sino que por los
resultados descritos Ixasta e! monx’meníto, U accfolmiy/icum NCIB 8052 posee al menos
cuatro genes codilieamxtes para proteínas con dicíxo dominio Además, en (7 accaolnayllcumn
NI-4 y NI-504 existemí fragmentos de DNA que hibridan comí el fiagmneiíto Pí’ufl-SspI que
codifica para el dorxíiníio de uníiómí a colina de la proteína CspA, lo que implica la posible
presencia de proteínas de este tipo En neumococo se hablan donado hasta el momento tos
gemíes que codificamí para la anímidasa LyLA (García y cols, 1985) y la proteína de superficie
PspA (Yotlxer y Driles, 1 992a), atmníque se conocía la existencia de otra enzima lítica, la
gítreosaminidasa (apartado 21.2 de la introducción), también dependiente de colina
(Sáníchíez—Puelles y cols., 198Gb). El interés por donar esta última enzima lítica u otras
proteímxas que conxtuvierarx el donxxinio de uniómx a colina, tíos llevó a la búsqueda de ntnevas
estrategias de donación
3.1- illbridación heteróloga <leí DNA genómnico deS pneumonkw
Se realizó un Southwu¡-hIot con los DNAs cromosóniíico de la cepa R6 de
neimniococo y del fago Cp-l, que eontienxe un gen que codiflea para una lisozima
dependiente de colina (García y cols, 1987), digiriendo aníbos con la enzima de restricción
MneII Comímo 1)NA control se utilizó el DNA de O acc/obn/y/!cu~n NCIB 8052 digemido
cori las emízinías cte restmicciómí HincII y EcoRV. La hibridación se realizó en condiciones no
estrictas (400C) utilizando como sonda el fragmento del gen ospA que codifica para el
dominio de unión a colina (Fig 28). Emx las calles correspondientes al DNA de ~.
tweIc>bu¡ii’/ic¿¡,p¡ aparecen cuatro bandas de hibridación correspondientes a los genes oip,
detectándose la presencia de dos bandas de Ixibridación en el DNA de neumococo y una
banda en el DNA del fago Cí- 1. Esta última corm-esponde al fragmento H/ncII del DNA del
fago Cp- 1 que conítiemie el gen que codifica para la lisozimna Opí 1 (López y cols., 1984)
Respecto al perfil de hibmidación del DNA de neumococo, conociamos por secuencia
que la banda de hibridación de menor tamaño no podía corresponder al gen pspA, aunque si




que se trató de demostrar fue la fidelidad del DNA de la cepa M3 1 utilizado, detectándose
la aparición de dos bandas de hibridación con el DNA de la cepa R6 correspondientes a los
fragmentos /I/noii que componen el gen lftA completo, mientras que no se detecté ninguna
banda con el DNA de la cepa M3 1, como cabía de esperar al carecer del gen ¿y/A (Fig, ½
29B).
3.2- donación dcl gen pepA
Puesto que ninguna de las dos bandas del DNA cromosómico dc neumococo que
hibridaban con el fragmento que codifica para cl dominio de unión a colina de la proteína
CspA correspondía al gen ¡y/A y, en todo caso, la banda de mayor tamaño podría
corresponder al gen pspA, cabía la posibilidad de que el otro fragmento que hibridaba
contuviera la región que codifica para el dominio de unión a colina de la glucosaminidasa o,
al menos, de otra I)roteina relacionada. Con el fin de donar los fragmentos de DNA
responsables de dichas bandas de hibridación, se decidió constrnir una genoteca H/ncII con
el DNA de la cepa R6 de neumococo utilizando como vector de donación el plásniido
pUCiS digerido con Sinaí y como cepa receptora E. col! TG-1. La selección se realizó
utilizando la misma sonda y las mismas condiciones de hibridación del Southern-blot
descrito en el apartado anterior, De un clon positivo se nisló el plásmido pEKI con un
inserto de 4,4 kb, Al tratarse de un inserto demasiado grande, se decidió subelonar un
fragmento más pequeño que contuviera la región responsable de la hibridación pues éste,
probablemente, se corresponderla con la región codificante del dominio de unión a colina de
una nueva proteína, Para ello se realizó un Soulhern-bIoi de dicho plásmido digerido con
diferentes enzimas de restricción e hibridado en las mismas condiciones utilizadas en el
análisis <le la genoteca (Rg. 30). Puesto que la banda de hibridación de menor tamaño se
observó en la digestión EcoRI, se procedió a su subelonación en el plásniido pUCiS
digerido con Ecoid y posterior transformación deL cok TG-1. De esta manera se aisló un
nuevo clon positivo que contenía el plásmido recombinante pBK2 con un inserto de 1 kb.
Mediante la secuenciación de parte de dicho inserto se pudo comprobar la existencia de
secuencias repetidas muy similares a los motivos de unión a colina descritos hasta ahora.
Estos datos demostraron que se había conseguido la donación de un gen codificante para





una posible proteína de 190 residuos y ORF4 (del 2063 al 4190) que codifíca para un’i
proteina de 708 residuos. Las ORF], 2 y 4 se localizan en tina de las hebras del DNA
7¿
sítuándose la ORF3A y ORF3B en la hebra complementaria (Ng. 31 y 32). Todas las ORFs,
a excepción de la ORN que está incompleta y la ORF3A, presentan la secuenein de un
posible RI3S precediendo al codon de iniciación (Murray y Rabinowitz, 1982). Esto sugiere
que dichos genes podrían ser traducidos. A
4:
Smoi/HIJ 1 Se Ev EvE HU/Sn,oI
_______________________________________________ IIiL~ í~i34~5 PEKI







Figura 31— Mapa físico del plásmido pEK1. En la parto superior de la figura se muestra el
fragmento de restricción ¡Uncí! del DNA de la cepa de neumoc~o RE donado en el plñsínido pElO. Las
flechas negras corresponden a los marcos dc lectura abiertos (OREs), indicAndose con la punta de la flecha
el sentido de la wanscripción. El espacio en blanco presente en la ORF3 hace rcfcrencia al salto de fase
entre la ORP3A y la aRRE. Los trazos finos dc la parte inferior de la figura representan [ossubelones
derivados del plásmido pEK! utilizados en la sectíenciación. El bucle dibujado entre la ORRE y el gen
pepA, hace referencia a la secuenein palindrómica posiblemente implicada en la regulación del gen pcpA.
Dianas de restricción: Ev, ¡icoRV; FI, fIind!ll; ¡111, ¡¡(tic!!; E, Ecca!; N, Neo!; Ss, Sspl.
3,3.!- Analisís <le la secuencia de liLIcícótidos del gen pepA
En la ORF4 se localiza la región que hibrida con el fragmento de DNA que codifica
para el dominio de unión a colina del gen espA. Dicho mareo de lectura comprende 2.127
nucícótidos que codifican, como ya se dijo anteriormente, para una proteína dc 708 residuos
que fue denominada PepA (Lineumococcal Choline l>rotein A) . El codón de iniciación ATO




1 — + —+ — +— 4-- +— + 60
CTGcTAAATATGcTGAATTATGAGAAGCTTTTAGAGAAGTTTCGTGcAGTCGAJ\GGTAGA
o DL Y DLI L FE NL E ¡<PR QL P5
ORF1--->
ACAACcTCAAAACAGTGTTTTGAGCAGCcTGCAGCTAGcTTCCTAGTTTGcTcTTTGATT
61 + + + + + 120
TGTTGGAGTTTTGTcAcAAACTCGTcGCACGTCGATcGAAGGATCCGAG7.JIJXcTAA
T T SKQ c FE GP A AS E LV c SL 1
TTCATTGAGTATAAAAACAAGAACACCTTGcTTGGCGCAGGGTGTTTcGCGTGAIXI\CAGA
121 4- + + 4 + 4 180
AAGTAACTCATATTTTTGTTCTTGTGGAACGAACCGcGTCCcAC)\IXAGCGcAcTTTGTCT
E 1 E Y 1< ti 1< N T L L <3 A <3 c E A *
AGAhTTATCTGGTTTcAAATGCTACAGTTAAAATTAGTAAAAcAAGAAATAGJ4\G0TG~J~
181 + + + + 4 240
TcTTAATAGACCAAAGTTTACGATGTCAATTTTAATCATTTTGTTCTTTATCTTCGACTT
AAGcCAGCATCTGTAGAAGcTTGGATcATTTCCGTcAAATTAAAAAAGGTTGCTACCGAC
241 + + 4 + + 300
TTCGGTcGTAGAcATCTTCGAAccTAGTAAAGGcAGTTTAATTTTTTccAAcGATGGcTG
ATATATAGATTCCAAAAAcAAAAACGTTAGCGGAACIYAGCAGATGTGATTTTATGGAGTT
301 + + + 360
TATATATCTAAGGTTTTTGTTTTTGcAATCGCCTTGATCGTCTAcAcTAAAATACCTCAA
TCGATTTTGcMATGATCATGCTCATGCATTTTTcA’rGGATAATGTTGAGTGGAGTCATG
361 + + + + + 420
AGCTAAAACGTTTAcTAGTACGAGTAcGTAT\AAAGTAcCThTTACAACTcACCTCAGTAC
1’ E A ti O II A E A E E M O ti Y E W 5 ¡1
CAGATTCTTAcTTTCTTAGcTTTGTTAGTGAcGATGTTGAAGAAcGTTACACAGAAAATG
421 + + + + + + 480
GTCTAAGAATGAAAGAATCGAAAcAATCACTGCWACAACTTCTTGCAATG’rGTCflTTAC
19’ A 1) 5 Y E L 5 E Y 5 0 0 Y E E R Y T E ti
TCTATCTGGATAGcCTAAGTGTCAAACAAAAATTTAAGTTTATTTTCGACTTCGGTGATG
481 + + +540
AGATAGACcTATCGGATTcACAGTTTGTTTTTAAATTcAAATAAAAGCTGAAGccACTAC
39’V Y L 0 5 L 5 V 1< Q 1< E 1< E 1 E O E O O
AATGCcGTTTTGAATGCCAAGTGCTGAGAGAAATCGAGACAGAGGAcGAAGAAGCTTATC
541 + + + + + 600
TTAccGCAAAACTTACGGTTcACGACTCTCTTTAGCTcTGTcTCcTGCTTCTTCGAATAG
59’ E W R E E c Q Y L R E 1 E T E O E E A Y
TcGTAcGTTcGGTTGGAAcGTcGCCAGAAcAATMccAGATTATGATGGTTTTGACTATG
601 + + + + +660
AGCATGCAAGCCAACcTTGcAGCGGTcTTGTThTAGGTcTAATACTACCAAAACTGATAC
79’ L Y a s Y <3 T 5 P E O Y 1’ 0 Y 0 <3 E O Y
AAGAATGGTAAAATTGAAATcAGTCTGTGTAGGCTTAGTATTTCAATAGACTTCCTOcAA
661 + + + + + 720
TTcTTAccAjMrTTAACTTTAGTCAGACACATCCGAATCATAAAGTTATcTGAAGGACGTT
99 E E W *
AACTAGAATccTAGTTCATGATTGATAATAccAGcACTcAAATTcATTCGTAATCCGAAG
721 + 4- + 280
TTGATcTTAGGATCAAGTACTAACTATTATGGTCOTOAGrTTAAGTAAGCATTAGGCTTC
cGTTTAcGATGATTTCGATAGGTTGTTGAAAATATTTTAAACGTTTTTAGTTTGGCAAAG




841 + + + + + 900
TAcAAGAGTTGGAACGAAGAAAGAAcTATcTGCGTACCAATATcCGAAATAAAAGTcGAc




901 + + 4 + + 960
AATCGcCGAAcTCAAACGACcTAA.ATGCACCTCAAACATGAACTccTATATAGAAGTAcT
LP KL 1<551< RE> T QV Q P Y 1KM LS1’
GccCTTGATAAccACTGTcAGccAAGATTTTAcCAGcTTGTTCGATATTTCTAcGAcTCA
961 + + + 4 + + 1020
cGGGAAcTATTGGTGAcAGTCGGTTcTAAAATGGTcGAACAAGc!rATAAAGA’rGCTGAGT
<3 Q Y <35 DALí ¡<GAG) SI NR RS M31’
TTTTGAACAAcTTcATAtVcATGACTATAGTTCACAGCGATATCcAAAGAAACAATTCTcC
1021 + + + + íoeo
AAAACTTGTTGAAGTATAGTACTGATATCAAGTGTCGCTATAGGTTTCTT TGTTAAGAGG
1< E L KM OH 5 Y tIVA ID L 5V IR Gil’
CTTGACTTGTGACAATCGCTTGAGCCTTCATAGCGTGAAATTTCTTTTTACCAGAATTAT
1081 + + + 4 + + 1140
GAAcTGAACAcTGTTAGCGAAcTCGGAAGTATCGCACTTTAAAGAAAMTGGTCTTAATA
05 TV 1 AQAK}IAH E KKKG 5 N+1. 1’
<-- -ORF3A
TCGCTAATTCTTTT’1’TTAGGGC<3ATTGATTTTTACTTccGTCGcATCAATAATCATTACC
1141 + + + + 1200
AGCGATTAAGAAAAAAATCccGcTAAcTAAAAATGAAGGCAGCGTAGTTATTAGTAATGG
E 5 1 R K 1< E> R ti 1 K Y E T A 0 1 1 ti Y 170’
GTGTcCTCAGAAcTGAGA<3<3AGTTCTTGAAATCGTAACACCACTTTGAAcAAGAGTTACT
1201 + + + + + 1260
CAcAGGAGTCTTGAcTcTccTcAAGAAcTTTAGCATTGTGGTGAAACTTGTTCTCAATGA
T O E 5 5 L E> T R 5 1 T Y <3 5 0 Y L T Y 150’
TcAAcCcATT<3GCTcCGACGGATTAAGTTGCTTTCGTGAATACCAAAAATCAGcCGcAAT
1261 + + + + + 1320
AGTTGGGTAAccGAGGcT<3ccTAATTCAACGAAAGCAcTTATGGTTTTTAGTCGGcGTTA
E V W Q 5 R R I L ti 5 E II 1 <3 E’ 1 L a L 130’
TTGTTCATAAGTTcGATATTCTcGcAcATATTGAAGAGTGGCCATAAGAAGGC!rTCTAGG
1321 .¡. + + + + 4- 1380
AAcAAGTATTCMGCTATAAGAGCGT<3TATAAcTTCTcACCGGTATTcTTccGAAGATCC
1< ti ti L E 1 ti E C ti ti E L E> W L E A E L 110’
cTTAATTTAGGTTTTcGTccACCTTTTGcGTGT~rTAAGTTGATAAGCTGTTTTTAATACA
1381 + + + + + 1440
GAATTAAATCCAAAAGCAGGTGGAAAAcGcAcAAATTCAACTATTcGACAAAAATTATGT
5 L 1< E> 1< R <3 <3 1< A U 1< L Q Y A T K L Y 90’
<3cTAAcATcTCTTCAAAAGTc<3TGCGTTGAACACCAAcAAGACGcTTAAArcGT<3cATCG
1441 + + + + + 1500
CGATT<3TAGAGAAGTTTTCAGcAcGCAACTTGTGGTTGTTCTGcGAATTTAGCACGtrAGC
A L M E E E T T R O V <3 Y L R 1< E’ R A 0 73’
<3TTAGTTGTTTAGTTGCTTcATAATTTTGTTTCGCAGGGAGTCTATTGACTCTTTGGTAG
1501 + + + + + + 1560
CAATcAAcAAATcAACGAAGTATTAAAACMA<3CGTCCtTCAGATAACTGAGAAAcCATC
T L 0 1< T A E Y ti O KA E> L R ti Y R O Y 50’
GT<3TcAATcTTTTTTTCATCTATCCCGAGAATTATTTTcCcGCcATTTGTATTTGcAAAT
1561 4- + + + 1620
cAcA<3TTAGAAAAAAA<3TAGATA<3G<3CTCTTAATAAAA<3GGCGGTAAAcATAAACGTTTA
T 0 1 K 1< E 0 1 <3 L 1 1 1< <3 G ti T ti A E 30’
GCTGAGTAGGTTTcCcAGAAAGACTCTGGAAGATTGTTTTTAGcTTTTTTGTATTcTAAA
1621 + + + + + +1680
c<3AcTcATCcAAAGGG~rcTTTcTGAGACCTTcTAACAAAAATCGAAAAAACATAAGATTT
A 5 Y T E W E 5 E E> L N ti KA 1< K Y E L 10’
TCAAccCcTTcAAATTTTAAGTGtATATTTTTc2CTTTACATCTGAAAAAAGTGGTTCTGG
1681 + + + + + +1740
AGTTGGGGAAGTTTAAAATTCAGGTATAAAAAGGAAATGTAGACTTTTT!flCACCAAGACC





1741 + + + + + íacrn
ATAAACAAGTTcAACTcAcTATTATATcGCTTAAGZTTAAAGCTCTCAAAAATGAGTcAAT
1801 ATTTCTTTTTTAAccCACTTTAATTTCTTTTTTAAOCOACTTTAATTTCTTrETTAACAC
—35 <—- — — —- II+ + + 4 + + 1860TAAA<3AAAAAATT<3G<3TGAAATTAAA<3AAAAAATTGG<3TGAAATTAAAGAAAAAATTGTG
—35 —10
GGGTTAAAAAAGAAATTAAAGTGGGTTAATTTTCcTTGACTTAAAATTTAAAAATGATAT




1921 + 1~ + + 4- 1980
T<3AcAcAAATAcCTcTCTAC T<3TTAAATATTTTAcAT<3AT<3A<3ATAAGATGATCTATTAC
ATT<3AATAAAAcTTTTTATAAcAAcGGcTA<3cAAAWrTATAATTTTATATCTATTA<3AAA
1901 + + + 2040
TAACTTATTTTGAAAAATATTGTTGCCGATCGTTTCAATATTAAAATATAGATAATCTTT
ATAAATATGTAAGGAAATTTAAAT <3AAAAAAACTACAATATTATcATTAAcTAcA<3cTGC
2041 + + + + 2100
TATTTATACATTcCTTTAAATTTAcTTTTTTTGAT<3TTATAATA<3TAATTGATGTC<3ACG
1’ 14K KT TI LS LT TAZX
<3GTTATTTTAGCA<3cXVATGTcccTAATGAAccAATCcTA<3CAGCATATGTCCcTAATGA
2101 + + + + 2160
CCAATAAAATe<3TCGTATAcAGG<3ATTACTTGGTTAGGATCGTCGTATACAGGGATTACT
14’ V 1 L A A Y V E> ti E E> 1 L A A Y Y E> ti E
ACCAATCCTAGCAGATACTCCTAGTTCGGAAGTAATCAAAGA<3ACTAMGTTGGAA<3TAT
2161 + + + + + 2220
T<3GTTAGGATC<3TCTATGAGGATCAAGCCTTCA1~TAGTTTCTCTGATTTCAACcTTCATA
34’ E> 1 LA O T E> 5 5 EV 1 1< E T 1< Y <3 5 1
TATTcAACAAAATAATATcAAATATAA<3GTTcTAACTGTAGAA<3<3TAACATAGGAACTGT
2221 + + + +2280
ATAAGTTGTTTTATTATA<3TTTATATTCCAA<3ATT<3AcATcTTCCATTGTATccTTGACA
54’ 1 0 0 ti ti 1 1< Y 1< V L T V E <3 14 1 <3 T Y
TcAAGTGGGTAATGGAGTTACTcc’J?EflAGAGTTTGAAGcTCGTcAAGATGGAMAcCATT
2281 + + + + + + 2340
AGTTCAcCCATTACcTCAATGAGGACATCTcAAACTTCGACCAGTTCTACCTTTTGGTAA
74’ Q V G ti <3 Y T E> V E E E A GO O <3 1< E> E’
cACGATTCCTAcAAAAATCACAGTAGGTGATAAAGTMTTACCGTTACTGAAGTAGCTAG
2341 + 4- 4- + + 2400
GTGCTAAG<3AT<3T¶ETTTAGT<3TCATCCACTATTTCATAAATGGcAATGACTTCATCGA¶1’e
94’ T 1 E> T 1< 1 TV <3 0 KV F TV ‘12 E VA 8
TCAAGCTTTTAGTTATTATcCA<3AT<3AAACA<3GTA<3AATTGTCTACTATCCTAGCTCTAT
2401 + + + + + 2460
A<3TTCGAAAATCAATAATAGGTCTAcTTTGTccATc’1’TAACAGATGATA<3<3ATcGAGATA
114’ Q A E 5 Y Y E> O E T <3 R 1 V Y Y E> 5 5 1
TAcTATCCCATcAAGCATAAAAAAAA’&AcAAAAAAAAGGCTTCcATGGAAGTAAAGCTAA
2461 + + + + + + 2520
ATGATAGGGTAGTTc%TATTTTTTTTATGTTTTTTTTCcGAAGGTACC’&TCATTTCGATT
134’ T 1 E> 5 5 1 1< K 1 0 1< K <3 E’ H G 5 1< A 1<
AACTATTATTTTTGAcAAAGGCA<3TcA<3c TGGAGAAAATT<3AAGATA<3AGCTTTTGAT12T
2521 + + + + 2580
TTGATAATAAAAAcT<3TTTCc<3TcAGTcGACCTcTTTTAACTTCTATcTC<3AAAACTAAA




2581 + + 4 2640
AAGAcTTAATCTTcTcTAACTTAAC<3GAC<3TA<3A<3ATCTTATAT?ACCTTGTTCAcGT~
174’ 5 E L E E 1 E L E> A 5 L E Y 1 <3 T 5 A E
TTCTTTTA<3TCAAAAATTGAAAAA<3CTAAcCTTTTCcTCAA<3TTCJ~TTAGPJ~TTIJ~T
2641 + 4- + + + 2700
~
194’ 5 E 5 Q 1< L K K L T E 5 5 5 5 1< L E L 1
~
2701 -- 4- + + + + 2760
TAGTGTACTcCGAAAACGATTAAATA<3TTTAJXATCTcTT~GATTGTAJ\TGGTTTTAGCCA
214’ 5 II E A E’ A ti L 5 14 L E KL T L E> 1< 5 Y
TAAAACATTAGGAAGTAATcTATTTAGACTCACTACTA<3CTTY.I~ACAT<3TTGATGTTGA<3
2761 + + + 2820
ATTTTGTAATCCTTcATTAGATAAATCTGAGTGATGATCGAATTTGTACIIS\CTACAJ\cTC
234’ 1< T L <3 5 ti L E R L T T 5 L ti ti L ti L IR
AGGAATGATCGTTGccTcA<3TT<3ATG<3TGTTTC<3TTTCAI\AGT?~3~3~J\CTcMTTh1IkTTTA
2821 —— + + 2880
TCcTTACTA<3CAACGGA<3TCAAcTAcCACAAAGCAAAGTTTCATTTTGA<3TTAATTAAAT
254’ G ti 1 V A 5 Y O <3 Y 5 E 0 5 1< T O L 1 Y
~
2881 + + + 2940
AATAGGTTcAGTTTTTTTAcT<3CTTTCAATATTTTGCGGATTccTCTGTTTTCTTGAAcG
274’ Y E> 5 0 1< ti O E 5 Y 1< T E> 1< E T 1< E L A
ATcPTATTCGTTTAATAAAAATTCTTACTT<3A1~AAAAcTCGAATTGAATGAAG<3TTTACA
2941 + + 3000
TA<3TATAAGCAAATTATTT’1’TAAGAATGAACTTTTTT<3AGcTTAACTTACTTCCAAATGT
294’ 5 Y 5 E ti 1< ti 5 Y L 1< 1< L E L ti E <3 L Q
AAAAATCG<3TACTTTT<3CATTTGCGGATGCGACCAAACTTGAAGAAATTAGCTTACCAAA
3001 + + + + 3060
TTTTTAGCCATGAAAACGTAAACGCCTAC<3cTGGTT’WAACTTcTTTAATCGAAT<3GTTT
314 1< 1 <3 ‘12 E A E’ A O A <12 1< L E E 1 5 L E> ti
TAGTTTAGAAACTATTGAACGTTTAGCcTTTTACGGTAATTTAGAATThAAAGAAcTTAT
3061 + + + + 3120
ATCAAATCTTTGATAAcTTGCMATCGGMAATGCCATTAAATCTTAATTTTCTTGAATA
334’ 5 L E T 1 E IR L A E Y <3 ti L E L 1< E L 1
ATTACCAGATAATGTTAAAAATTTT<3GTAAACACGTTATGAACGGTT’rACCAAAATITTT
3121 + + + 3180
TAATGGTCTATTAcAATTTTTAAAACCATTTGTCCAATACTTGCCAAATGGTTTTAAAAA
354’ L E> U ti Y 2< ti E’ <3 1<1! VM NG LP 1< E L
AAcATTATCTGGTAATAATATCMaCATTGCcGTCCTTCTTCcTAAGTGGCGTCTTAGA
3181 + + + + + + 3240
TTGTAATAGACCATTATTATAGTTGAGTAAC<3GCAGGAAGAAGGATTCACCGCAGMTCT
374’ T L 5 <3 ti ti 1 ti 5 L E> 5 E E’ L $ <3 Y L D
TTcATTAAAGGAAATTCATATTAAGAATAAAAGTACAGAGTTTTcTGT<3AAAAAAGATAC
3241 + + + 3300
AAGTAATTTccTTTAAGTATAATTCTTATTTTCATGTcTCAAMGACACTTTTTTCTATG
394’ 5 L 1< E 1 U 1 1< 14 1< 5 T E E’ 5 Y 1< 1< 0 T
ATTTGcAATTCCTGAAAcTGTTAAGTTcTATGTAAcATCAGAAcATATAAAAGATGTTCT
3301 + 4- + + 4-3360
TAAAC<3TTAAGGACTTTGACAATTCAAGATACATTGTAGTCTTGTATATTTTCTACAAGA
414’ E’ A 1 E> E 7 Y K E Y V T 5 E U 1 1< UY L
TAAATcAAATTTATCTACTAGTAATGATATCATTGTTGAAAAAGTAGATAATATAAAACA
3361 + + + + +3420
ATTTA<3TTTAAATAGAT<3ATCATTACTATAGTAACAACTTTTTCATCTATTATATTTTGT




3421 + + + 4- 3480 4
TCTTTGACTAGATC<3ATTTGGATTTTTCTTAA<3ATTAGTCccTCATCAACcAACccAATT
454’ E T UVA 1< P 1< 1< ti 5 N Q GV V <3 W y
A<3ACAAAGGTTTAT<3<3TATTACTTAAAcGAATCA<3GTTCAATGGcTACT<3<3TT<3<3GTTAA
3481 + + 4 3540
TcT<3TTTccAAATAccATAATGAATTTGcTTAGTCcAAGTTAccGAT<3Ace¿~AcceAATT
474’ 0 1< <3 L Vi Y Y L N E 5 <3 5 M A T <3 W V 1<
AGACAAAG<3TTTATGGTATTACTTAAAcGAATCAGGTTCAATG<3CTACT<3<3TTG<3GTTAA
3541 + + + + + 3600
TcTGTTTCcAAATAcCATAATGAATTTGCTTA<3WcCAAGTTACCGATGACcAAcccAATT
‘194’ 0 1< <3 L W Y Y L ti E 5 <3 5 tI A T <3 ~4 V 2<
A<3ACAAAGGTTTATGGTATTACT’flAAATGAATCA<3GTTCAATGGCTACTGGTTGG<3TTAA
3601 4- + + ~ 3660
TCTGTTTCCAAATACcATAAT<3AATTTACTTAGTCCAAGTTAccGATGACCAACCcAATT
514’ 0 K <3 L Vi Y Y L ti E 5 G 5 tI A T <3 Vi V 2<
AGACAAAGGCTTATGGTATTAcTTAAACGAATCAGGTTCAATGGCTACTGGTTGGGTTAA
3661 + + + + 3720
TcTGTTTCcGAATAcCATAATGAATTTGcTTAGTcCAAGTTACCGATGACcAACCcAATT
534’ 0 1< <3 L W Y Y L ti E $ <3 5 tI A T <3 Vi V 2<
AGACAAAG<3cTTATGGTATTACTTAAACGAATCAGGTTcAATGGCTACTGGTTGGGTTAA
3721 4- + + + 3780
TCT<3TTTCcGAATACcATAATGAATTTGCTTAGTcCMGTTAccGATGAccAAcCcAATT
554’ U 1< <3 L W Y Y L ti E 5 <3 5 tI A ‘12 <3 Vi V 7<
AGACAAAGGCTTATGGTATTACTTAAATGAATCAGGTTCAATGGCTACTGGTTGG<3TTAA
3781 -. + + + + 3840
TCTGTTTCcGAATACcATAATGAATTTACTTAGTCCAAGTTAccGAT<3ACCAACcCAATT
514’ 0 1< <3 L Vi Y Y L ti E 5 <3 5 tI A T <3 Vi V 2<
AGAcAAAGGcTTATGGTATTACTTAAACGAATCAGGTTCAATG<3CTAcTGGTTGGGTTAA
3841 4- 4- 4- + + + 3900
TCTGTTTcCGAATACcATAATGAATTTGCTTAGTCcAA<3TTAcCGAT<3ACCAACCcAATT
594’ 0 K <3 L Vi Y Y L ti E 5 G 5 tI A T <3 Vi Y 7<
A<3AcAAAGGCTTATGGTATTAcTTMATGAATCAGGTTCAATGGcTACTGGTTGGGT’rAA
3901 + + + 4 3960
TCT<3TTTCcGAATACCATAAT<3AATTTACTTA<3TCCAAGTTACCGATGACCAACCCAATT
614’ 0 7< <3 L W Y Y L N E 5 <3 5 tI A T <3 Vi V 7<
AGACAAAci<3CTTATGGTATTAcTTAAAC<3AATCAGGTTcAATG<3CTAcTG<3TTGGGTTAA
3961 + + 4 + + 4020
TcTGTTTcc<3AATACCATAAT<3AATTTGCTTAGTccAAGTTACcGATGACCAAcccAATT
634’ 0 7< <3 L W Y Y L ti E 5 <3 5 tI A T <3 Vi V 1<
AGACAAAGGCTTATGGTATTAcTTAAAC<3AATCAGGTTCAATGGCTA(ZTGGTTG<3GTTAA
4021 4- 4- + + + 4080
TcTGTTTCc<3AATACcATAATGAATTT<3CTTAGTCCAAGTTAcCGAT<3ACCAAcCcAATT
654’ 0 1< <3 L W Y Y L ti E 5 <3 5 tI A T <3 Vi Y E
A<3AcAAAGGcTTATGGTATTACTTAAATGAATCA<3GTTcAATGGCTACTGGTT<3<3TTTAA
4081 + + + + 4140
TCTGTTTCCGAATACcATAATGAATTTACTTA<3TCCAA<3TTACC<3ATGACCAACcAAATT
674’ 0 1< <3 L Vi Y Y L ti E 5 <3 5 tI A T <3 Vi E’ 7<
A<3TTTcTG<3TAATXTGGTACTATACcTATAATTCA<3GAGA¶rTTTATTTAGTAAACTCGACT
4141 + + + 4 + 4 4200
TcAAAGACcATTTAcCATGATATGGATATTAAGTCCTcTAAAATAAATcATTTGAGCTGA
694’ Y 5 <3 K Vi Y Y T Y ti 5 <3 U E’ 1 *
AcACCCGAT<3GcTATcGAGTcAAT<3CTACGGTGA<3TC<3GTA<3ATAGGTA’rGCAVrGcTAA





4261 + + + + + 4- 4320
TAGATTACTAA<3AcTT<3ATTTTTTAGAAGAAT<3TATACATCc TTCTAAAAAACCTAAGAG
AAAACTAGTTTAAAAGAcTAc<3CTATTTAAACCAATTTTAA<3AATCGATATATIXJX<3GATA





Figura 32- Secuenciación dcl inserto dc 4,4 kb del plásinido pEK1. Se muestran la
sectíencia de nucleátidos de las dos cadenas así como la secuencia de aminoácidos de las posibles OREs,
Con un asterisco se seilalan los codones de terminación de la traducción. Los nucteátidos marcados en
negrita corresponden a los posibles RBSs y regiones promotoras -10 y -35. Los nucleátidos subrayados
hacen referencia a la presencia <le posibles bucles de terminación, En la reglón anterior a la ORF4, en
negrita y subrayado, se ¡nuestra la secuencia palindrómica posiblemente implicada en la regulación de la
transcripción <leí geíi ¡cpA. Solapando con esta sectíencia, se representan con flechas (—-—>‘), la presencia de
repeticiones directas. El nucícóticlo mareado en negrita (+1), representa el sitio de iniciación de la
transcripción <leí gen pc/Mi. Las flechas (¡—>) representan las posibles repeticiones directas (RD) e
invertidas (Rl), presentes cii la secuencia de inserción LS/3d). Los aminoácidos marcados en negrita, son
resultantes del solapamiento de la ORF3A y 0RF3B, teniendo en cuenta un salto de fase en el marco de
lectura de la ORF3I3, de tipo +1.
Se ha determinado mediante la técnica de primer extensión, el sitio de iniciación de
la transcripción. La transcripción del gen pcpA parece comenzar en la adenina situada a 132
pb del codon de iniciación (ng. 33). Precediendo al sitio de iniciación de la transcripción se
localizan dos secuencias características de promotores de genes procariotas reconocidas por
la subunidad a-70 de la RNA polinierasa de Al cok (Fig. 33). Es curioso observar cómo
existe una gran distancia entre cl sitio de iniciación de la transcripción y el ATO, al igual
que ocurría con el gen ¡y/A. Aunque ya se han descrito en la literatura regiones leader
similares e incluso de mayor longitud, se trata de una propiedad poco frecuente y
generalmente relacionada con mecanismos de regulación génica (Friesen y Tropak, 1983;
Benner-Lugger y Boss, 1988). Otro aspecto interesante es la existencia de una estructura en
bucle que se localiza 6 pb por delante de la caja -35, con una energía libre teórica de -41,2
kcal/mol y que podría estar implicada en la regulación transcripcional del gen pepA. A 87
nucícótidos del codón de terminación TAO, se localiza una secuencia palindrómica capaz de
formar una estructura en bucle con una energía libre teórica de -14,9 kcal/mol, que podría




3.3.2— Análisis <le la secuencia dc aminoácidos
La proteina PepA presenta un peso trtoleeular de 79 kDa, con un 1)1 de 9,3. Al
observar cl perfil de hidrofobicidad de la proteína PepA (Fig.34) se puede comprobar cómo
la proteina está estructurada en dos dominios claramente diferenciados. El dominio N—
terminal, constituido por los 469 primeros residuos, presetita un perfil de hidrofobicidad
heterogético con dos picos hidrofóbicos y dos hidrofilicos relevantes. El dominio C—terminal
constituido por los restantes aminoácidos presenta un perfil totalmente homogéneo. Esto es
debido a que el dominio C-terminai está estructurado en doce motivos repetidos idénticos,
de 20 amitioñeidos de longitud, que terminan en una cola de 19 aminoácidos que representa
posiblemente otro motivo degenerado (Fig. 35A). Dicha identidad no se manifiesta sólo a
nivel de aminoácidos sino también a nivel de nucicótidos, a excepción de los aminoácidos
asparagina y glicina que en 4 y 5 ocasiones respectivamente son codificados por los tripletes












Figura 34- Perfil dc hidrot’obicidad de la la proteína PepA. Se llevó a cabo de acuerdo con el
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Figura 35- Secuencias de los motivos repetidos presentes en la proteína PepA A)
Secuencia dc nucleátidos y aminoácidos de los motivos de unión a colina presentes en el dominio C-
terminal de la proteína PepA, Aunque los 12 motivos son idénticos a nivel de aminoácidos, en negrita se
tuarean las únicas variaciones a nivel de nucícótidos. E) Secuencia de los motivos repetidos presentes etí el
extretuo N—tertninal, los cuales son idénticos a nivel de aminoácidos pero ¡lo de nucleátidos. C) Secuencias
dc los 10 motivos ricos cii leucina y otros aminoácidos no polarcs, íresentes en el dominio 14—terminal de la
proteltia PepA. En negrita se marcan los amitíoácidos conservados en, al metías, un 50% dc los motivos.
Si se analiza detenidatnente la estructura primaria de la región N-terníinal de esta
proteína se pueden distinguir dos tipos de repeticiones. En el extremo de esta región se
localizan dos motivos completos y otro truncado, de 10 aminoácidos de longitud, que son
idénticos en la composición de aminoácidos pero no en la secuencia de nucícótidos (Fig.
35B). A partir del residuo 143 se localiza una región con 10 motivos dc 22 a 26
aminoácidos de longitud, ricos en aminoácidos no polares, predoniinantemente leucina
aunque también son abundantes la isoleucina, valina y fenilalanina, alternando con
aminoácidos marcadamente hidrofilicos, lo que confiere a estas repeticiones un carácter
anfípático (Iflg. 35C). Estos motivos se agrupan en des bloques de cinco repeticiones cada
uno, comprendiendo el primer bloque desde el residuo 143 al 260 y el segundo bloque
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desde el residuo 293 al 409 (Fig. 35C) unidos por un péptido de interconexión con carácter
hidrofílico. Estos motivos repetidos constituyen más del 50% del extremo N-terrninal de la
proteína y aunque el resto de su secuencia presenta un alto contenido en aminoácidos no
polares, no parece evidente que estén agrupados constituyendo motivos corno los descritos
ant eriorntetite.
Considerando la secuencia consenso de estas repeticiones hay que destacar los
residuos de leucinas conservados en las posiciones 12, 15 y 17 y que están presentes, al
menos, en el 60% de los motivos repetidos. En algunos motivos estas leucinas consenso son
sttstituidas por los aminoácidos isoleucina, fenilalanina o alanina. Hay que destacar que
tanto la leucina cii la posición 12, como la fenilalanina en la posición 5, son los aminoácidos
más conservados, estando presentes en el 80% de los motivos. Otras posiciones
conservadas con aminoácidos hidrofóbicos son la 23 y la 26. La primera presenta un 50%
de leucinas sustituidas en el resto de las repeticiones mayoritariamente por valina, La
segunda, sin embargo, presenta un 50% de isoleucinas sustituidas en los otros motivos por
aminoácidos hidrofóbicos como leucina, valina ó fenilalanina. La posición 4 con un 50% de
alanitía, y la 20 que está ocupada en la mayor parte de los casos por serma o asparagina, son
también dignas de mención.
3.4- Co¡nparaciótn de la l)rotcíIIa PepA con otras proteínas dcl banco de datos
Al comparar La secuencia de aminoácidos del dominio C-terminal, con las secuencias
presentes en la base de datos del EMBL> se cotuprobó que la región C-terminal presentaba
una grau similitud con los dominios de unión a colina ya descritos previamente (Fig. 57,
pag. 162).
El dominio N-tertninal mostró una elevada similitud con los receptores de las
hormonas gonadotrópicas así como con la chaoptina, una glicoproteina de superficie
presente etí las células fotorreceptoras del ojo compuesto de la mosca. En la figura 36A se
compara la proteína PepA con la chaoptina y con el receptor de la hormona
foliculoestimulina humana (Fshr). El porcentaje de similitud entre la chaoptina y la proteína
PcpA es de un 67,9% mientras que el de identidad es de un 24,3%, Similares porcentajes de
similitud e identidad se establecen entre Fshr y PcpA, siendo éstos de un 66,4% y un 23%,
respectivamente. Estas proteínas se caracterizan por contener los motivos anfupáticos
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Chaopt;lna 410 GDRNDPTNLQTLRNMTRHRNMRSLSISRLGSSSVGPED——U’KDEGVELEDLOITRASLSG 467
II II III: III~w:II
L’cpA. 142 SSITIE>SSIKKIQKKCEIIGSKAKTIIE’DKGSOhEKIEDRAF—DE’S—ELEF.IEL-PAS—LEY 198
26 SNRVU’LcQESKVrEI PSDhPRNAIELREVLTKLRvIQKCAU’5CL’c—DLEKIEISQNDVLEV 85
Chaeptina 460 IQSl!AEKIiVRGI,KRI,t)FSENG—ISSIENDAFItEIGIISLISLKI4SHGYS<3SALPAEPLR¡ILT 527
PopA. 199 ICTSAESESQKLKKLTFS55SKLELISltEAFANLSN-LEKLTLPK~SVKTL<3SNLERLTT 256
:11::: l;:lIl:II:l ¡:1::: MII
Eslir 56 IuADVLrsNLL~KLIIEIflI EKANNLLYINPEAFQNLPN—LQYI,LISNT—GIKIIICPDVIIKIdI 142
Chaopuina 526 ST~QELDE5NNuIISSMSl)T5U’it ErJKNIJRLLELUDNRIEQVLKGTFQGDIHSKLEEI 582
11:1 :;I::1:II; ¡ 1 :11:::
PopA . 257 SLNMLMLRCMIVASVD<3VSEQSKTQLIYYP5QKNDESYKTPKSTKELIV5YSENKNSYLKKL 317
:1:1: 1:
Eshr 143 SLQI<vLLDIQDNINIHTIERNSPv<3LsF————ESvILWLNKNGIQEIUNCAFN—GTQLOEL 198
Chaoptina 583 gIAPN~ ¡<VSI SQHTEEDI,¡.IALaKL¡iI<DDHKIDKIKRRAL%INLDELEYLSLfkCNI<INNLA 641
:1: :11:1; 1:: Mdli II: II: 1£:
316 E1,N—E—--GLQKI<3TFAEADATKI.EEISLPNS— LETIERLAI3’Y<3NLELKSLILP—DNVKNFG 373
:1:: :1:::: :1:1: :1 ¡ ¡ul: U :11:1
Esta: 199 NLS~DNNHLEELPNDVEI1GAS GPVILDI5—RTRIil5LPSYGLEWLKKtr—~RARSTYN 251
Chaopttina <$42 urs IPQNIA’K—LEILDMAFNQLPNE’H EDYEDQVGTLSNLN—V—NVS¡¡NQYRQLMYNSSWS<3R 699
PapA 374 XIIWNGLPKELTLSGNNYNSLPSEELS <3VLOSLKEIIIIKNKSTEE5—-VKI<DTEAIPE 429
II : ::I:IlIII ¡:1::
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Figura 36— Comparación cíe la secuencia de aminoácidos de PepA con otras proteínas.
A) Comparación de la secuencin <le atuinoácidos del dotuinio N-ternxinal de la proteína PepA con la
cliaoptiíía cíe Drosophila y con el receptor de la hormona follculoestiíuulina humana (Fshr). Las barras
verticales hacen referencia a los aminoácidos idénticos mientras que los dos pintos hacen referencia a los
aminoácidos cotíservados. 13) Se muestra la comparación de las secuencias consenso de algunas proteínas
que poseetí motivos similares, ricos cii leucina (LRRs): la glicoproielna-a2 bu niana, la chaoptina de
Drosophi/a, la glicoproteina lb humana (01113), la liroteina M dc la ¡netitrana externa de 1’ersinia peslis
(Yop M). la internalina (míA) (le ¿¡Merlo ,nonoeytogefles y la PepA de S. pneumoniae. Debajo de estas
secuencias aparece la secuencia consenso obtenida por Kobe y Deisenliofer (1994) tras la comparación dc
las LRRs de todas las proteínas con dichos motivos descritas hasta el momento. Los símbolos utilizados: x,
aminoácidos no consetíso; -, liLiecos que son necesarios abrir para alinear con la consenso; ~ utí
aminoácido puede estar o no presente en esta posición; a, ttt¡ aminoácido hidrofóbico, prcdotninantenientc
leucina, peto puede ser ¡atubién fenilalanina, isolencina ó valina.
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repetidos ricos en leucina, estableciéndose la homología entre ellas a este nivel.
Repeticiones similares a éstas se identificaron por primera vez en una proteína del suero
humano con ibnción desconocida, la glicoproteina a2 rica en leucina (LRO) (Takahashi y
cols., 1985). Actualmente están descritas un amplio número de proteínas con diferentes
flínciones y localizaciones, pertenecientes a una gran variedad de microorganismos, que
constituyen una superfamilia de proteínas con motivos ricos en leucina (LRRs) (Para una
revisión ver Kobe y Deisenliofer, 1994). Estos motivos destacan por la presencia de una
secuencia consenso característica (Figura 3GB)
3.5— Caracterización (le Iii unidad de transcripción del gen pepA
Se llevó a cabo el estttdio de la transcripción del gen pcpA en la cepa R6 de
neumococo mediante la extracción de RNA a lo largo del crecimiento y posterior análisis
del mismo por Nort/wrn-bIot, utilizando como sonda el fragmento XbaI-EcoRV del gen
pepA (Fig. 31). El gen parece transeribirse durante la fase exponencial de crecimiento ya
que las señales de hibridación sólo aparecen en las muestras extraídas durante esta fase (Fig.
37). EL tamaño del trAnscrito, aproximadamente de 2,3 kb, coincide con el esperado
considerando el sitio de iniciación de la transcripción, determinado previamente por pr/mor
ex/ens/on (Fig. 33), y la secuencia del posible terminador (Fig. 32). Aparentemente, en estas
condiciones el gen pepA se transcribe como un gen nionocistrónico. Es posible que en la
secuencia palíndtóm¡ca situada cerca de la región promotora se una alguna proteína
responsable de La regulación de la transcripción del gen pepA.
3.6— Obtención dc mutantcs del gen pepA.
Con la finalidad de conseguir alguna información adicional sobre la ifhncionalidad de
la proteína PepA, en base tanto a la observación de variaciones en el fenotipo como de
alteraciones fisiológicas, se llevó a cabo la obtención de un mutante defectivo en el gen
pepA tras la inactivación del mismo por mutagénesis insercional. Para ello fue necesario









Figura 38- Construcción del plésmido pEK14. La linea gruesa corresponde al inserto de DNA
de la cepa de neutuococo RG y la flecha negra al gen pepA. El trazo fino corresponde al DNA plasnddieo.
Los símbolos Emít y ApIt significan resistencia a eritroinicina y ampicilitia, respectivamente. Dianas de
restricciáti: E, EcolU; II, IilndllI; S, Sitial; U, llindUl; X, Xbal.
Para demostrar la formación de dichos co-integrados, se llevé a cabó la extracción
de DNA dc varios dc los transformantes seleccionados en medio agar-sangre con
lineomicina, Posteriormente se digirieron con JJincII y EcoRV y se analizaron por
Souf/wru,-b/ot, utilizando como sonda el fragmento XbaI-EcORV del pEK14 (Fig. 38).
Todos los transformantes analizados presentaron el mismo perfil de hibridación. Con la
digestión H¡ncII aparecen tres bandas de hibridación de aproximadamente 5,2 kb, 2,5 kb y
1,8 kb (Fig. 39). En el caso de que sólo se hubiera integrado una copia del plásmido
mediante recombinación homóloga, deberían aparecer dos bandas de 5,2 kb y 1,8 kb, en vez
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Figura 40- Estrategia dc obtención dc un ¡nutatite por inserción dcl gen pcpA. Dianas de
restricción: liii, fund!; 13v, EcoRV. a) Proceso de recomubinación homnóloga entre el fragmento del gemi
Pc1;A donado en el plásmido pEK14 y el muisnio fragniemito presemite cmi el DNA de mícuniococo. b)
Integración <leí plásmnido en en cl genomna bacteriano tras el proceso de recombimíaciómí. e) Amnplificaciómí del
n<mmuero dc copias del plásmido integrado por recoxubinaciomíes imitragdnicas. La parte imiferior corresponde a
los fragmentos resultantes de la digestión del último cointegrado con Jhncll y EcoRV, respeetivamnente. Los
símbolos 13~R y Apít significan resistencia a eritromnicina y ampiellitía, respectivamente.
Tras la confirmación de que los clones obtenidos eran mnutantes de inserción
defectivos en el gen ~wpA,se pudo obsemvar que aparentemente no existían diferencias
morfológicas entre la cepa mutante, a la cual hemos denominado KL, y la cepa control M24.
Por otro lado, para descartar la posibilidad de que el gen donado fuera el gen que codifica
para la glucosarninidasa, sc ensayó la actividad lítica con un extracto de dicho mutante y de
la cepa M24 control a 30
0C, temuperatura a la cual se manifiesta la actividad de esta enzima.
El niutante presentaba la misma actividad glucosaminidasa que el control, de lo que se
123
RESULTADOS
deduce que el gen inactivado no codifica para esta enzima lítica, a no ser que exista en
neumococo otra enzima lítica, aún no descrita, que enmascarase su actividad.
3.7— Clonaciótí dcl gen pepA ci> neumnococo
Al no poder obtener ninguna información adicional con el imitante Kl sobre la
posible función de esta proteína, decidimos donar el gen pepA en neumococo. Al existir un
mayor número de copias del gen en la cepa recombinante, la proteína se sintetizaría en
mayor cantidad, lo que podría dar lugar quizás a variaciones fisiológícas que nos
permitieran aportar alguna información adicional sobre la funcionalidad de la rnismna. El
plasmuido utilizado pa¡a la transformación de neumococo lime el pEKI5, que presenta un
tamaño de 9,6 kb. Para la construcción de dicho plásmido se siguió Ja estrategia que se
muestra en La figura 41, en donde el fragmento Sall-SacI de 4,4 kb del pEKI se elonó en el
plásmido pLSE3 (Diaz y García, 1990a). La mezcla de ligación se utilizó para transformar
E. col/ CÓOO, seleecionándose los clones con el plásmido recombinante pEKIS mediante
hibridación de colonias, utilizando como sonda el fragmento XhaI—EcoRV del plástuido
pEK]4 (Fig. 38). Posteriormente se transformó con dicho plásmido la cepa de neumococo
M24 y se estudió la curva de crecimiento tanto a 300C como a 370C. A 300C Ja lisis deI ¡
cultivo se manifestó de igual manera en las cepas M24, M24 (pEK1S) y KI, por lo que
descartamos la posibilidad de que el gen pepA eodifique para la glucosaminidasa.
3.8- Localización dcl gein pepA en el genoina deS. pneumoniae
El desarrollo reciente del ¡napa fisico de la cepa RG de 8. pncumon/ae (Oasc y cols.,
1991) ha proporcionado una herramienta útil para la localización cromosómica de los
diferentes genes. El DNA cromosórnico de la cepa RO de 8. pneumon/ae fue digerido con
las enzimas de restricción Smnal, Sacil y ApaI, sometiéndose a una electroforesis en campo
pulsado (PEGE). El DNA se transfirió a una membrana de nylon y se hibridé con el
fragmento XbaI-EcoRV del plásmido pEKI. En la figura 42 se muestra el perfil de












Figura 41— Construcción dcl j)lásmido pElOS. Dianas de restriccién: E, EcoRJ; Ji, lfindIIi; S~
SmaI; C, Chi; Sa, Salí; Sc
1 Sacl. La trazo grueso corresponde al inserto de DNA de la cepa de nctmrnococo
RÓ y la flecha tiegrmm al gen pcpA. El trazo fino correspomide al DNA plasmklico. Los símbolos En? , Ap’~
s;gniflcan resistencia a eritroniiciuia y ammipieilina respectivamnente.
cuarto (de la digestión Apal) con un tamaño, en ambos casos, de 235 kb. El gen pepA se
localiza por tanto, en el mismo fragmento cromosómico que los genes hexA y mal/vi
implicados en procesos de recombinación y en el metabolismo de la niafrosa,
respectivamente. Esta localización no se corresponde con la del gen IytA, una de las enzimas













4- CARACTERIZACIÓN DE UNA NUEVA SECUENCIA DE INSERCIÓN (151381)
EN S. pisenmoniae
4.1— Análisis dc la scctmcmcia de nucícótidos y a¡ninoácidos: comuiparación con otras
proteitmas del bamico de datos.
Precediendo al gen pepA (Fig. 31 y 32), se localizan en orientación contraria dos
marcos de lectura abiertos (ORF3A y ORF3B) de 570 y 285 nucícótidos, respectivamente.
En el gen de la ORF3 E se localiza, a 6 nucícótidos del codón de iniciación, la secuencia de
un posible RBS (Fig. 32). No se detectó, sin embargo, la secuencia de un posible RBS
precediendo a la ORF3A, lo que hace improbable que esta proteína pueda ser sintetizada
(Fig. 32). La ORF3A y la ORF3]3 codificarían para proteínas de 10,5 y 21,7 kDa con pI de
¡1,1 y 10,3, respectivamente. Al comparar dichas secuencias con las de la base de datos del
EMBL, se comprobó que ambas mostraban una importante semejanza con la posible
transposasa presente en la secuencia de inserción 13702 de la cianobacteria C’aloflwix PCC
7601. Al alinear la secuencia de aminoácidos de la ORF3B, con los 134 primeros
aminoácidos de la transposasa de 13702, se comprobó que el 32,5% de los residuos eran
idénticos y que un 53,4% correspondía a sustituciones conservadas (Fig. 44). Un
alineamiento similar entre los aminoácidos 145-235 de la misma proteína, con la secuencia
de aminoácidos de la ORF3A, dió un 35,5% de identidad y un 56,6% de similitud (Fig. 44).
Si tenemos en cuenta el solapamiento de ambas OREs mediante un salto en el mareo de
lectura de un sólo nucícótido (fi wneshi/?/ng +1), concretamente en la tiniina del codón de
terminación TAA de la ORF3B (Hg. 32), tendríamos un gen que codificaría para una
transposasa de 293 aminoácidos similar a la de Calothr/x (Fig. 44). Su pI de 10,8 es típico
de otras transposasas de secuencias de insercián así como de proteínas que se unen a DNA
(Galas y Chandler, 1989). Puesto que la transposasa de la 13702 de Ca/olhr/x está
codificada por un único marco de lectura, la organización en dos genes podría ser un rasgo
especifico de la 1S1381 o podría reflejar simplemente una mutación en la copia analizada.
Para comprobar que la ¡nutación no tuvo lugar durante el proceso de donación, se procedió
a secuenciar de nuevo la región de la transposasa, pero esta vez a partir del plásmido pEKI
aislado de un clon diferente. La secuencia resultó ser la misma en ambos casos.
Casi todas las ISs descritas hasta el momento presentan repeticiones terminales
invertidas (Rl) con un mínimo de 10 nucícótidos, generando además secuencias duplicadas
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rs 1381 51 ORWRLPAKQUYEATRQLTDAREKRLVGVORTTFEEM~VLETAYQLK~ 100
rS 702 1 . MKIEKAI<QLTARKEKPJ.ISGV5RQTENYN~IDWKADEKKKK 40
151381 101 KGGRKPKL5LE.AELWPLFNMCENIEIY14KLRLIEGíHESNLIRRSQ~~JEV 150
15702 41 KPCRRPKLIIEDQVLMVIQYWREYRTYYF¡IGLDWGLsESAvcRTWKIEN 90
151381 151 TUJQS GTISRTPLS5EOTWííDAssvKrNR~KxnIssN.ssn 195
.1:1 ‘.l::w::I.Il.l:llIl... III
rS 702 91 ILISSRKF5LPGKKELLKMPSQENLVW1DWESPIERPKK5QKKEESG~ 140
151381 196 KFHAMKAQAIVTSQ. GRIVSLDIAWYsHDMIcLEgj.1snpsqr5QAG~I~D 244
rs 702 141 GE¡ITLKTQLVIHQKTSQ1ICLGHGKGRIHDFRLEKT5GVHFSELL~IAD 190
1s1381 245 SGYQGLMKIYPQVQTPRK5SKLKPLTAENIQ\YNHA5IKK¡~RLRTSLPN 293
rs 702 191 I<GYQGITKIHKtssTPmKKpxsKK~KsQKEyN, .• .RELNRLRIVVEHv 236
Figura 44— Comnín¡ración <le la secuencia dc amuinoAcidos de las tramisposasas de
151381 dc S. pacumonine y dc 15702 dc Iii cianobacteria calothrLv PCC 7601. La
comparación con la ORflD comprende desde el comienzo hasta la secuencia de aminoácidos marcada en
negrita. La comupamación comm la ORF3A comprende desde la tnetiomxina que precede a la secueticia muarcada
en miegrila hasta el final. Si sc produjera un salto en el marce de lectura de tipo +1 se producirla ami
solapamiento dc ambas OREs a través de la secuemicia muarcada en negrita, siemido cl porcentaje de similitud
<le un 54, l0/o y el de identidad cíe u n 340/o.
del DNA, cíe 2 a 12 pi,, correspondientes a la secuencia de DNA que reconoce previa
imíserción (repeticiones directas ó RU). En nuestro caso, la 15136V presenta dos repeticiones
dimectas de 7 nuelcótidos, sin embargo, las posibles repeticiones invertidas son muy
imperfectas (Fig. 32).
4.2- Frecucucia y distribución dc la 1S1381 en dit’crcntas cepas deS. pneumoniae
Para confirmar la presencia repetida de esta secuencia de inserción, se realizó un
Soy/bern-tIc» con el DNA de la cepa de neumococo RÓ digerido con varias enzimas de
restricción e hibridado con el fragmento SspI del plásmido pEK1 que, corno se puede ver en





5-CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LOS GENES pcpB ypcpC
Hasta la fecha se han secuenciado en neumococo tres proteínas con dominios de
unión a colina, LytA (García y cols., 1986b), PspA (Yother y Briles, 1992a) y PepA
descrita amiteriormuente. Briese y Hakenbeek (1985) proponen la posible existencia de al
tnemios 4 proteínas con dominios de unión a colina en neumococo. En un intento por donar
otros genes que codificasen para proteínas con dominios de unión a colina, se disefló una
nueva estrategia de análisis de genotecas basada en la utilización, como sondas, de
oligonucícótidos sintéticos degenerados. Estos oligonucleótidos flieron diseñados en
función de los aminoácidos más conservados en los motivos de unión a colina de las
proteínas secuenciadas hasta el momento. Para sintetizarlos con la menor degeneración
posible, se eligieron los codones utilizados con más frecuencia por los aminoácidos más
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Figura 47— Secuencia dc los oligonuelcótidos Modl y Chol!. Por encitna de la secuencia de
nucleátidos se mu¡est ti la <le anminoAciclos cii código de una letra,
5.1- Clonación de los genes pcpflypcpC
Con anterioridad al análisis de las genotecas, se realizó un Southern-hIot con el
I)NA de la cepa Ró de neumococo con el fin de seleccionar las enzitnas más adecuadas para




El análisis de las genotecas se realizó mediante hibridación de colonias, en
comnlieiones no estrictas y utilizando ambos oligonucícótidos como sonda. Se construyeron
los ¡napas de restricción de los plásmidos recomnbinantes, aislados a partir de los clones
positivos obtenidos de ambas genotecas, para descartar aqimellos clones que contuvieran las
secuemicias de los genes ya donados. De esta manera se aisló el plásmido recombinante
pKJI de la genoteca HindIlI, con un inserto de 1,3 kb (Fig. 49), El inserto de dicho
plásmido hibridaba con ambos oligonucicótidos y contenía parte de un gen codificante para
una nueva proteína con motivos de unión a colina. Este gen recibirla más tarde la
denominación pcpC.




SScN H 5Nl? pKd2
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1 kb
Figur:i 49— Mnpa cte restricción resultante del solaparniento dc los insertos dc los
l)láSmnidOS pKJ t y pK.J2. En la ¡)arte superior de la figura sc mnuestra cl fragmento de rcstricci6ti ScaI-
//bid II! de! DNA cíe la cepa de neumococo RÓ resultado del solapamiento de los insertos presentes ca los
plAsmidos l)KJ 1 y pKJ2 que se muestratí cii la parte infenor dc la fmgimra. OKJ 1 (5’—
GAOCCCCOGGGOOOTAGTAGG’ITCTAOC-3’) y OKJ2 (5’~CAAACCCOOGOOGGAGTQATA
GATGGG”3’) hacen referencia a los oligoniteleátidos sintéticos utilizados para la atnpliflcación por [POR.
Dianas dc restricción: Sc, Scal; N, Neo!; U, llindfll.
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Puesto que la secuencia del gen pcpC estaba incompleta, se procedió a la donación
del extremo 5’ de dicho gen mediante la técnica del POR inverso siguiendo una estrategia
similar a la que se ¡nuestra en la figura 6 (apartado 1.1>. La elección de la enzima de
restricción se realizó tras el análisis mediante Southern-blot del DNA de neumococo
digerido con diferentes enzimas de restricción e hibridado con el fragmento ScaI-PsíI del
plásmido pKJI. La enzima escogida fue ScaI ya que el fragmento tenía un tamaño
adecuado, tanto para contener el resto de la secuencia del gen que nos faltaba como para
ser amplificado por POR. El DNA de neumococo digerido con dicha enzimna y
recireularizado sc utilizó como molde para la amplificación con los oligonucleótidos OKJ1 y
OKJ2 discísados con una diana Sinaí para facilitar su donación ~Fig.49). Las condiciones
de PCR utilizadas fueron las mismas que en el caso del gen ospA pero con una temperatura
de anillamiento de 580C. El fragmento amplificado de 1,3 kb se clonó en el vector pUCIS
digerido con Sinaí, empleando como cepa receptora E. col! DI-ISa. Mediante hibridación,
utilizando comno sonda el fragmento ScaI-A~iI del plásmnido pKJI, se aisló el p]ásníido pKJ2
(Fig. 49) qime contiene la secuencia del extremo 5’ del gen pcpC y una secuencia codificante
para otta nueva proteína comi dominio de unión a colina a la que liemos denominado PcpB.
5.3— Análisis tic la secuencio dc nucícótidos y aminoácidos
En la figura 50 se muestra la secuencia obtenida a partir de los fragmentos donados
cmi los plásmidos PKJ l y PKJ2. En ella podemos distinguir dos marcos de lectura abiertos.
La primera ORF comprende 825 nucleátidos localizándose, a 11 nucleátidos del codón de
iniciación ATG, la secuencia de un posible RBS (GGAG) (Murray y Rabinowitz, 1975>.
Precediendo al RBS se localizan dos secuencias características de regiones promotoras
reconocidas por la subunidad a-70 de la RNA politnerasa de E. col!. A 18 pb del codón de
terminación TAG se inicia con otro ATG el segundo mareo de lectura abierto, constituido
por 775 nucícótidos y precedido a 9 pb por la secuencia de un posible RBS idéntico al
anterior. A 134 pb del codón de terminación TAA de esta segunda ORE, aparece una
secuencia ~alindrómicacapaz de formar una estructura en bucle con una energía libre
teórica de -19 kcal/níol que puede actuar como un terminador de la transcripción de tipo
rlío-independiente. Los genes de ambas OREs se denominaron pcpB y pcpC y codifican
para dos proteínas de 274 y 251 aminoácidos con pesos moleculares de 31 y 29 kD y con pI
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de 7,2 y 6,1, respectivamente. El extremo N-terminal de la proteína PepO presenta las
características propias de un péptido señal, teniendo una región con residuos cargados que
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Figura 50- Sccucm,cia de n,mclcóíidos dc los insertos solapantes dc los plásmidos pKJ1
y pKJ2. Se muestra la secuencia de muicleátidos de la hebra de DNA codificante y la secuemicia dc
amimxoñcidos en cedigo de una letra. Los ntmcle¿tidos subrayados corresponden a los sitios de unión al
ribosotna (RES), a la posible reglón promotora responsable de la transcripción y al posible terminador dc la
tramxscripciómx. PI, P2, P3 y P4 hacen referemicia a los motivos de unión a colina presentes en estas proteínas.




La comparación de dichas l)rotei¡ias con las proteínas de la base de datos del EMBL
revelo ti rin alta similitud con los (lOtiiitliOS de unión a colina de las emizimas liticas dc 5.
pneumonicw y sus bacteriófagos, cotila proteína PspA, con las toxinas cíe (1 cftfficile y con
las CiTEs y GBPs de Sireptococcncs’ (Fig. 57, Pag. 162). El dominio C-terminal de la
pm~t cina l~cpl3 presenta Cuatro motivos de unión a colina, si bien el último está algo














VIII 174 GFDSRINRL TV--GELAR
IX 190 GWVKDYPLTY-DEEKLKAAP




XV 276 -----NTTV GO--YYLNY-NGEWVK
Figura 51— Motivos repetidos presentes en las proteinas PcpB y PcpC. A) motivos de
unión a colina presentes en la l)rote[ila ¡‘cpB. 13) Motivos presentes cii Ja proteína PepO en domíde los cuatro
últimos guardan la estructura de los motivos de unión a colina mientras que los restantes parecemí miiotivos
degenerados. Emí míegrita se hace referemícia a los amuinoácidos más conservados cii los motivos de unión a
colina y que estámí presentes en los motivos degenerados dc la proteína PcpC, Los guiones lineen referencia a
los esílacios qite han siclo miccesario abrir para alinear los atiiimioñcidos dc los motivos degenerados con las






motivos de tmnión a colina y una cola C-terminal reminiscente de un cuarto motivo, toda la
proteína ¡arece estmcturarse en pseudomoflvos resultado de motivos degenerados con
menos de 20 aminoácidos de longitud, En estos pseudomollvos se encuentran bastante
conservadas las glicinas y los aminoácidos aromáticos (mg. 5111)
La comparación de la región N-terminal de la proteína PcpB con las proteínas de la
base de datos del EMI3L dió una similitud de un 4]% y una identidad del 24% con el
precursor de una glutamil oridopeptidasa de la cepa de B. l!chen¿forn,!s ATOO 14580 y un
50% de similitud y 26% de identidad con una posible serin-proteasa de Emerocoectis
J¿wcalis (Ng. 52).
Blase 101 DIXTRVTNTTAYPYPAIVHISSsIGSCTGWrnGPXTvATAGHCIYUTSSGs 150
ml ...: 11:1 .1
PopB 1 MNXlEGIXGSANEII=I3NVIJITAAHNYYRHUYGK 31
SprE 68 DTTEAPFASIGRIISPASKPGYISLGTCFVVGTNTIVTItNNHVAESFKNAK 117
Blase 151 FAGTATXlSL’GRflGTSYFYGSVKSTRYFIPSGWRSGNT, . .NYUY 191
PapB 32 I&ADDIYXlLPAVSPSOELEGKIKVKEVRYLKEFRNLNSKOAREYDL 76
II :1: ~ 111:11:1 Ii
SprE 118 VLNPNAKDDAWIrYPGRDGSATPFGKFKVIUVAF SPNADI 156 4
Mase 192 GAIELSE., . , L’IGNSI’VGYFG’tSYTT$SLVGTTVTISGYPGDKTAGTQ,w 236
PapB 77 ALLILEK.... PIGAKLGTLGLPTSQKNLTGITV’1’ITGYE’SYNFKIHQMY 122
¡muí 1 l:.ll.: 1 1.:.: .. :1 . 1 ¡
SprE 157 AVVTVGEONDRPDGPELGEILTPFVLEXE’ESSUTRVTISGYEGEKNHTQW 206
Blase 237 OIISGPIAIS ETYKLQYAJ’IDTYGGQSGSL’VFEQ$SSRTNCSGPCSL 281
PcpB 123 TUKFCQVLSD I3GMFLDYQVDTLEGSSGSTVYSASHRVVGXIITLGDG 167
SprE 207 SHEHDLFTSNFTULEWPLLFYDIDTTGGQSGS¡’IYNAQE’EWGVIISUGGI 256
Blase 282 AXlHTNGVYGG55YNRGTRITKEVE’D.NIJTHWKNSAQ 316
1 1 . ‘.1.11..
PcpB 168 AWOIWSAVKLNEANCHLLIYSVLKGY5IJEGWKKIN 202
.1:11:.
SprE 257 í<QTGNHGQRLNEVNYI4FIVNRV, . . 14EEENKRL5AXlPAA 292
Pignín 52- Coitiparación dc la protcina PcpB con las de la base de datos del EMBL.
La coniparaciórí se lía hecho tomnamido conio referemícia Ja proteína PepE. Se compara la secuencia de
amiíimíoácidos del dominio N-terníimual de la proteína PepE (residuos ¡ al 316) con la del precursor de una
glutamííil endopeptidasa de 13. Uchenlfonnts ATOO 1458 dcmíomííimíada (Blase)(residuos 101 al 316) y cori la
secuencia de amiiinoácidos (residuos 68 al 292) dc la posible serín-proteasa producto del gen sprE de E.
faecalis, que corupremide desde cl amiiimioácido 68 hasta el últinío aniimioáeido de dicha proteimia. Las barras







una de ellas el mnismo tamaño que la banda de 4,4 kb que hibrida con tos oligonucleótidos
Chol 1 y Mod 1 y otra un tamamio un poco mnás pequeño (Fig. 54, calle 3) En la cepa R6 de
neumococo no se sabe cuál de las dos contiene el dominio de unión a colina pero en la cepa
DW 3.8 se sabe que está en un fragmento de aproximadamente 4,3 kb. Al hibridar con un
fragmuento de DNA codilmeante para el dominio de unión a colina de la proteína PspA,
aparece una banda de hibridación también de un tamaño de 4,4 kb (Fig. 54, calle 4) mientras
que con el gen PepO aparece una banda de aproximadamente 5,6 kb (Fig. 54, calle 5). La
hibridación con el fragmento 1’í’uH-SspI que eodiftca para el dominio de unión a colina de la
proteína OspA dc U acctob¡¡IyI!cun; NOIB 8052 daba las dos mismas bandas de hibridación
intensas que aparecen cori el oligonucícótido Modí, correspondiendo la dc 4,4 kb al gen
pepA (Fig. 29, calle 4). Por tanto, los genes de neumococo donados hasta ahora que
codifican para proteínas con dominios de unión a colina se corresponderían con la banda de
4,4 kb que aparece al hibridar con ambos oligos y con la banda de 5,6 kb que aparece al
hibridar con Mod 1, Esto significa que las otras tres bandas de hibridación que aparecen por
debajo de la banda de 4,4 kb (Hg. 54, calle 2) codificarían si no para los dominios de unión
a colina de otras nuevas proteínas, st al metios para una sola, que podría ser la
glucosaminidasa tan repetidamente buscada. Podemos decir por tanto, que en neumococo






1- CARACTERIZACIóN MOLECULAR DE LAS PROTEÍNAS Csp DE C.
acetobufl’Iicun¡ NCIB 8052
Como hemos demostrado con el presente trabajo, la presencia de genes codificantes
para proteínas con dominios de unión a colina no es algo restringido a S. pnewnoniae y sus
bacteriófagos, simio que es un hecho evidente asimismo en C. ace¡obwylicmn NCIB 8052.
Atmnque ambos micmoorganismííos ocupan nichos ecológicos muy diferentes, siendo el
primero uti patógeno humano y el segundo un microorganismo del suelo de interés
itídustrial, ambos poseen en común la peculiaridad de presentar colina en los ácidos ¡
teicoicos de pared. La colina parece ser por tanto el elemento que ha ejercido una fuerte
presión selectiva permitiendo la conservación de las regiones C-terminales de estas
proteínas capaces de reconocer dicho ligando> siendo extrapolables estos resultados a otros
miíictoorganisnios que contienen colina en las envueltas celulares. Aunque no se lían donado
los genes que codifican para dichas proteínas en estos otros níieroorganimos, en los casos
de las cepas de U awohnlyl!cun¡ NI-4 y NI-504 se lía comprobado que presentan
fragníentos de DNA que hibridan con el fragmento de DNA que codifica para el dominio de
unión a colina de la proteína CspA (Hg. 14). Por otro lado, aunque se habla propuesto que
las cepas NCII3 8052 y NI-4 eran idénticas (Wilkinson y cols., 1993), nuestros resultados A
indican claramente que son diferentes (Hg. 14). Esta discrepancia podría tal vez ser debida a
la utilización de cepas procedentes de orígenes diferentes.
Ení este trabajo se describe la presencia de cuatro genes (osp) que codifican para
proteínas con dominios de unión a colina y que presentan la peculiaridad de poseer una
elevada similftud entre ellos (Fig. 25). La comparación de las regiones no codificantes de
estos genes revela, sin embargo, grandes diferencias, lo que sugiere que han divergido más
rápidamente que las regiones codificantes o alternativamente que las duplicaciones génicas 3
han tenido lugar en zonas próximas a los codones de iniciación y de terminación. Esta
observación abre la posibilidad de analizar la evolución de los genes osp y particularmente
de las regiones que codifican para los dominios C-terminales. Este dominio está construido
en base a un número variable de repeticiones, de 4 a 6, homólogas a las previamente .3
descritas en las enzimas líticas de pared dependientes de colina (6 repeticiones) y en la 1proteína PspA de 8. p¡wumoniae (10 repeticiones) (Garcia y cols., 1988b; Yother y Briles,
1992a). Un análisis más detallado de las regions 3’ no codificantes de los genes ospA y
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espO, muestra que los 43 priníeros nucleátidos son casi idénticos, sugiriendo que estos
genes se lían duplicado recientemente. Puesto que la proteína CspO contiene 5 repeticiones
y la CspA sólo 4, parece que la deleción de la última repetición se ha producido por un
proceso interno que eliníina la secuencia que codifsca para la quinta repetición preservando
la región 3’ no codificante así como la cola del extremo C-terminal. La presencia de una cola ¡
C-terníinal, producida por tina degeneración aparente de la última repetición, se ha
observado en los doníiinios C-termííinales de las otras proteínas descritas con dominios de . ¡3
unión a colina. Curiosamente, las repeticiones que se localizan en la misma posición en las
proteinas Csp presentan una mayor similitud entre ellas que si se comparan con las ¡
repeticiomies presetites en cada proteína. Estas observaciones sugieren que los dominios O-
terminales proceden de una secuencia ancestral común aunque también parecen indicar que
las colas presentes en las proteína OspA, CspC y CspD pueden ser el resultado de pequeñas
deleciones producidas en la región que codifica para el último motivo de la proteína Osp11.
Variaciones en el número y composición de unidades repetidas se lían observado también en
las proteinas M dc Strc’p/ococcus (Hollinhead y cols., 1987) y en la proteína extracelular de
S.suis tipo 2 (Smith y cols,, 1993).
Hay que destacar que no es frecuente la presencia de ¡sogenes en un mismo
níiicroorgatíismo y, en el caso de los genes osp, se sabe que no constituyen un operón
aunque al ¡nonos tres de ellos mapeen relativamente próximos en el cromosoma bacteriano
(Hg. 27). En CL acetobutylicum ATOO 824 se ha descrito también la presencia de dos genes
hdhA y be/liB, que codifican para dos butanol deshidrogenasas homólogas que dependen de
¡3
NADIL y NADPI-I respectivaníente. Ambos genes se disponen uno a continuación del otro> ¡
sin embargo, tampoco forman un operón (Walter y cois., 1992). En E. cok son pocos los
genes estructurales descritos que sean homólogos entre si y que se localicen en distintos
lugares (leí cromosoma, entre los que se encuentran argl/argF (Van Vliet y cols,, 1984), ¡
lí</Alíq/II (Furano, 1977) y gadAlgadB (Smith y cols., 1992). Sin embargo, mientras que los
genes aig han divergido hasta el punto que las enzimas codificadas por los mismos son
bioquimicametne diferenciables, en el caso de los genes mf y gad son prácticamente
idénticas. En estos genes las diferencias nucleotídicas tienden a encontrarse en los extremos
5, y 3’ al igual que ocurre con los genes osp. Puesto que los productos de estos genes son
indistinguibles funcional y estriteturalmente, se sugiere que la presencia de genes duplicados ¡




fuerte demanda de dichas proteínas. Otro caso interesante es el de las glucosiltrarisferasas
de S. nwlans 085 (vomí Eiehel-Streiber, 1992b). Los genes g~IB y g¡JC que codifican para
las enzimas GTF-1 y GTF-SI constituyen un operón, mientras que la g(/D que codifica para
la glucosil tramísferasa GTF-S, se localiza en un lugar diferente del cromosoma (von Eichel-
Streiber, 1 992b).
El análisis transcripcional realizado emí este trabajo demuestra que sólo los genes
espA y C&pC se expresan corno unidades transcripcionales independientes durante la fase
exponencial (le creciníieníto (Fig. 26). Esto se corresponde adecuadamente con la presencia
dc las proteínas codificadas por dichos genes en el sobrenadante del medio de cultivo,
constituyendo las proteínas mayoritarias del mistno. Ambas se caracterizan por ser
glicoproteinías habiendo sido detectada la presencia de ramnosa al menos en la proteína
OspA (Hg. 13). Una característica de estas proteínas es que la movilidad de las mismas en
SI)S-1>AGE, es mucho menor que la que cabria esperar del M, deducido de la secuencia de
aminoácidos (Fig. 10). Esta diferencia no puede ser debida exclusivamente a la presencia de
azúcares puesto que la expresión de la proteína OspA en E. col! da lugar a un proteína con
un peso molecular que, aunque inferior al de la producida en Closlridium, es superior al
deducido de la sectíencía de aminoácidos (Hg. 12B). Casos similares se han descrito en
otras proteínas (Sníith y cols., 1993) y, en el caso de las proteínas Csp, podría ser atribuible
a la elevada carga de las mismas, dado el alto contenido en aminoácidos ácidos. La ausencia
de expresión del gen osp!) y los bajos niveles de expresión del gen cspB se corresponden
comí la ausencia dc posibles secuencias protnotoras -10 y -35 delante del codon de iniciación
de la traducción. Sólo un limitado número de sitios de iniciación de la transcripción se ha
determinado mediante mapeo del ¡nRNA en Closmridiurn aunque, en los casos descritos, las
cajas -10 y -35 se corresponden con los elementos consenso reconocidos por la RNA ¡
polinííerasa de £ col! y II. subhhis (Young y cols., 1989). A pesar de esto, no podemos
descartar la posibilidad de que puedan utilizar factores sigma alternativos yio reguladores
transcripcionales que pudieran ser inducidos en diferentes condiciones de cultivo. Una
situación similar se observa en el caso de los dos genes que codifican para la proteina de
pared de S. dysgalaclkw, responsable de la unión a la fibronectina, donde sólo uno de los
genes se transcribió bajo las condiciones empleadas (Lingren y cols., 1993).
A pesar de que la coníparación del dominio N-terminal de estas proteínas con las
presentes en el banco de datos del EMBL no proporcionó ninguna pista sobre la posible
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funcionalidad de las mismas, sí podemos suponer que estas proteínas deben interaccionar
con la envuelta celular a través del dominio de unión a colina. Este dominio es
completamente funcional dada su unión específica a la DEAE-celulosa o colina-sefarosa
(García y cols., 1988b). Adeniás, se ha deniostrado mediante un análisis por Western-blo(,
qtme una fracción de estas proteínas permanece asociada a la envuelta celular (Fig. 10). Por
ello las proteínas Csp pueden incluirse dentro de la familia de proteínas asociadas a la pared
(WAPs) (Foster, 1993). La mayor parte de las WAPs descritas hasta el momento se
encuentran estructuradas en dos dominios, un dominio proporciona el anclaje a la pared
celular ¡íiientras que el ono es el responsable de las propiedades catalíticas o receptores.
Iníita¡ído a la estructura polimérica (le la pared, estas proteínas han desarrollado dominios
de unión basados en la presencia de niotivos repetidos (Wren, 1991). Las GTFs representan
uní clásico ejemplo de WAPs con una actividad catalítica (Saxena y cols., 1995), mientras
que WAPs tales como las proteínas M (Hollinghead y cols,, 1987; Hollinhead y cois.,
1993), las proteínas de unión a fibroneetina (Lingren y cols., 1993; Talay y cols., 1994), las
proteínas de unión a glucanos (Banas y cols., 1990), la proteína PspA de neumococo
(Yotlíer y cols., 1992a) o el factor proteico extracelular (EF) de S. suis (Smith y ecís.,
1993) se encuentran implicados en procesos de adhesión yio patogenicidad. La
heterogeneidad estructural observada en algunas de estas WAPs parece ser el resultado de
l)locesos de recombinación junto con duplicaciones o deleciones, especulándose sobre la
posibilidad de que éste sea un mecanismo que perníita a estos microorganismos escapar del
sistema inmune del huésped (lIollinghead y cols., 1987; Smith y cols., 1992). Como ocurre
con otras WAPs, la función de las proteínas Csp es todavía oscura pero la abundancia de
genes repetidos y su presencia en el medio extracelular sugieren que estas proteínas deben
desempeñar un importante papel en la supervivencia de este microorganismo.
Se ha deniostrado recientemente que el dominio de unión a colina de la proteína de
superlicie de neumococo, PspA, permite a esta proteína permanecer anclada a la superficie
celular bacteriana. Adeniás, la deleción parcial de este dominio así como las alteraciones en
el medio de cultivo pueden inducir a la liberación de la PspA de la superficie celular (Yother
y White, 1994). Recientemente se ha demostrado que la deleción parcial de los motivos
contenidos en el dominio de unión a colina de la amidasa LytA, provoca una reducción
secuencial de su actividad líidrolítica y su capacidad de unión (García y cols., 1994).
Aunque sólo son necesarias cuatro repeticiones para mantener la interacción específica de la U
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LytA con la DEAE-celulosa, este número de motivos podría no ser suficiente para mantener
la CspA umíida fuertemente a la envuelta celular, permitiendo una liberación parcial de la
proteína al níedio de cultivo. Esto adeniás explicaria el hecho de que la proteína OspO fuera
mas abundante en la fracción correspondiente a las envueltas celulares que en el
sobreníadante (Hg. lO) ya que esta proteína tiene 5 motivos con lo cual la unión a la
envuelta celular seria más intensa, liberándose níenor cantidad al medio de cultivo, Si este
cotiipontflifliemito fornía parte de un mecanismo regulador que responde a condiciones
fisiológicas intracelulares o extracelulares es algo que debe ser elucidado.
La proteína asociada a la agregación de plaquetas (PAAP) de 8. sanguis es una
glicoproteina que contiene un 39% de ramnosa. Se ha sugerido que esta proteína secretable
podría co-transportan, a través de la membrana, los polisacáridos ligados covalenteníente
que pueden posteriormente ser rotos y transferidos por las glueosiltransferasa a la pared
celular (lilrickson y Herzberg, 1993), La naturaleza glicosidica de la proteína OspA y la
prepondeinnicia de ramnosa podría sugerir una función en el transporte de polisacáridos. No
ha sido posible demostrar; utilizando glicosidasas especificas, la naturaleza del enlace
glicosidico. Sin etííbargo, Messner y cols. (1992) han descrito una proteína de superficie en
C. mhern¡o/,ydrosul.fur¡cum, con una unión O-glicosldica que no se afecta por el tratamiento
con (Xglicosidasa.
Podemos concluir, por tanto, que las proteínas Csp, independientemente de la
[Unciónque puedan desempeilar, son proteínas asociadas a la pared a través de su dominio
C-ícrníinal, capaz de reconocer los residuos de colina presentes en los ácidos teicoicos de
pared. El hecho de que constituyan las proteínas mayoritarias del medio de cultivo y que los
genes que las codifican estén presentes en varias copias en el cromosoma bacteriano, nos
hace pensar que deben desempeñar una función importante para la viabilidad del organismo.
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2- CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA PROTEÍNA PepA DE S.
¡niea ¡noii ¡tiC
El interés por donar la segunda enzima lítica de neuniococo, con actividad
glucosaminidasa dependiente también de colina, nos condujo a la donación de un gen
codificante para unía nueva proteína con motivos de unión a colina. Esta nueva proteína se
denominó PcpA, y se demostró, mediante la obtención de un mutante defectivo en dicha
proteína y por la expresión de dicho gen en el sistema homólogo, que no se trataba de la
glucosaníiníidasa sino dc una proteína con otras características.
i.~a proteína PepA presenta una estructura primaria en la que se pueden distinguir
claraníente dos dominios bien diferenciados, La región C-terminal comprende los últimos
239 aminoácidos y está constituida por 12 niotivos repetidos de 20 aminoácidos de longitud
e idénticos en su composición de aminóacidos (Fig. 35A). Estos motivos son homólogos a
los motivos de unión a colina presentes en las enzimas líticas de neumococo y sus
baceriófagos (García y cols,1988), en la PspA (Yother y Briles, 1992a) yen las proteínas
Csp de Ci’. ¡ceiobutylicíun (este trabajo). El dominio N-terminal está constituido por
motivos repetidos similares al de otras proteínas con motivos ricos en leucina.
Las repeticiones ricas en leucina (LRRs) se descubrieron por vez primera en la
glicoproteina a2 rica en leucina, también denominada ERG, una proteína del suero humano
de función desconocida (Takahaslii y cols., 1985). Las proteínas que contienen LRRs
representan actualmente un gmpo diverso de moléculas con diferente función y localización
celular, presentes en una gran variedad de organismos y formando una superfamília (para
una revisión consultar Kobe y Deisenhofer, 1994). Las LRRs habitualmente se localizan en
(anden, variando el número de motivos entre 1> como es el caso de la glicoproteina Ib~ de
las plaquetas, a 30 corno ocurre en la chaoptina. El dominio N-terminal de la proteína PepA,
que comprende los primeros 469 residuos, consta de 10 repeticiones de este tipo, de 22 a
26 anííiníoácidos de longitud, ricas en leucina y otros aminoácidos hidrofóbicos como la
valina, fenilalanina e isoleucina. La longitud más común de estas repeticiones es de 24
residuos, aunque puede variar entre 20 y 29. Estas repeticiones se distribuyen en la PcpA en
dos bloques de cinco motivos cada uno, coníprendidos entre los residuos 143-260 y 293-
409, respectivamente y unidos por lo que podría ser un péptido de interconexión o un
motivo degenerado (Fig. 35C). Esta organización en bloques ya se ha descrito en otras
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proteínas de esta superfauííilia como es el caso de la proteína Tolí de Drosophlla
(1-lashimoto y cok., 1988), aunque en la mayor parte de los casos se agrupan constituyendo
un único bloque (Kobe y Deisenhofer, 1994). A pesar de que las LRRs se distinguen
fácilmueníte pon su secuetícia consenso siendo el aminoácido predominante la leucina> sin
embargo, los métodos de comparación de secuencias lían hecho pasar por alto muchas de
estas proteinas debido a pequeñas deleciones, a la variación en longitud, a su composición
de aminoácidos y a la presencia de secuencias consenso degeneradas. De hecho, cuando
conuparanios el doníinio N-terminal de la proteína PcpA con la base de datos del EMIBL,
sólo al)aICCió homología con las LRRs de la chaoptina y de los receptores de las hormonas
gonadotrópicas, quizás por su mayor homología con los aminoácidos no consenso de estos
motivos lo que nos permite hacernos una idea sobre la posible funcionalidad de esta
proteliia.
En general, aunque estas repeticiones están presentes en proteínas de función y
origen diferente, sin embargo todas ellas parecen intervenir en procesos de interacción
proteína-proteína, como es el caso de la chaoptina, y al menos la mitad de ellas, actúan
como transductores de señales, como ocurre con los receptores de las hormonas
gonadotrópicas. La caracteristica más relevante de los motivos ricos en leucina es la
alternancia dc residuos hidrofóbicos e hidrofalicos siguiendo un patrón caracteristico, lo que
confiere a cada repetición un carácter anfipático. Ya se había postulado anteriormente que
motivos antipáticos mediaban las interacciones membrana—proteína o proteína-proteína,
corno ocurre con cl segmento en hélice a de las cremalleras de leucina que intervienen en la
diníerización de proteínas (Landschulz y cols,, 1988) ó la hélice a anfipática formada por
las repeticiones de la apolipoproteina A-I y A-II que permiten la interacción con lípidos
(Segrest y col., 1974; Fukushíima y cols., 1979; Sparrow y Gotto, 1982). En el caso de las
LRRs se había propuesto taniubién su intervención en las interacciones proteína-lípido
(Takahashi y cols., 1985; Kataoka y cols., 1925; Reinke y cols; 1988) y proteína-proteína
(iIofsteeníge y cols., 1988; Kranz y Zipursky; 1990). La reciente cristalización del inhibidor
de la ribonucleasa del hígado de cerdo (Rl) ha permitido analizar la estructura
tridimensional de las LRRs y estudiar el mecanismo por el cual estas repeticiones pueden ser
responsables de la interacción con proteínas ~Kobey Deisenhofer, 1994). El Rl es una
proteína citoplásmica de 456 aminoácidos que contiene 15 LRRs de 29 (tipo A) y de 28
residuos (tipo B) cada una y que constituyen el 90% de la proteína. Estas LRRs están
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constituidas por unidades estructurales ¡3-a, con una pequeña cadena g y una hélice a. La
hélice a se pliega de manera que queda antiparalela con la cadena p. A su vez las cadenas g
proccdenln=sde cada uno de los ¿nativos repetidos se disponen formando una lámina ~
paralela. Debido a que el ancho de una hélice o. es superior al espacio existente entre las
cadenas fi, estas proteínas adoptan una conformación no globular con forma de herradura
quedando la lámina [3en el arco interior de la herradura y las hélices o. hacia el exterior (Fig.
55a). Los residuos consenso de estas repeticiones parecen desempefiar un papel estructural
fundamental constkuyendo el esqueleto principal de la proteína. El espacio existente entre
los residuos de leucina es necesario para el correcto empaquetamiento de las cadenas $ y las
hélices a. El resto de los residuos consenso desempeñarían otras funciones. Estos autores
piensan que este modelo puede ser aplicable a las LRRs de otras proteínas, lo que incluiría
en nuestro caso, a la proteína PepA, pues la mayada de los residuos consenso de estos
motivos que desení¡~eflan un papel estructural, están conservados en las proteínas de esta
superfaniilin y, más en concreto, los residuos que se agrupan para constituir la lámina [3
(Ng. SSb) Como consecuencia, una de las propiedades estructurales de las LRRs
responsable de la interacción con proteínas es su conformación no globular, haciendo que el
área disponible para la interacción con proteínas globulares de menor tamafio se vea
sustancialmente incrementada facilitando la interacción y mejorando la afinidad. Otra
proJ)ieclad a tener en cuenta es la superficie expuesta al solvente de la lámina [3paralela que
podría thvorecer también la interacción con las proteínas. Aunque estas características
conforníacionales sean responsables de la interacción proteína-proteína, la especificidad de
la ¡ííisma es probablemente debida a la composición específica de los residuos no consenso, ¡
aunque podría estar también influenciada por la longitud de las repeticiones y dominios
flanqueantes
La PcpA posee los aminoácidos consenso presentes en las LRRs de las proteínas ¡
descritas, sin embargo, sus aminoácidos no consenso parecen presentar sólo homología con
las LRRs de la cliaoptinn y de los receptores de las hormonas gonadotrópicas. Esta
homología nos permite sugerir que la proteína PepA podría comportarse en neumococo
corno una adhesina, permitiendo la interacción de este microorganismo con las células del
huésped, favoreciendo de esta manera, la colonización de las vías altas del sistema
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Figura 55— Estructura <leí inhibidor <le la ribonimeleasa del cerdo (Rl). a) Diagramna dc
cstructlmra del Rl. b) Secuencia consenso y estmclura secundaria de las repeticiones ricas en Icucimía de tipo ¡
A y 13 rreserltes en dicha enzima. La rcgi6n dc las repeticlomies, más comiservada en toda la superfamilfa dc ¡
proteínas con LRRs, aparece subrayada. Debajo de dicha secucuicia sc indican los eleníemitos de la estructura
scciiiidaria, la haca sólida marca la región principal de la lámina l~ o la hélice a; los ¡uuntos señalamí la
exiemisión dc la hélice a en diferentes repeliciones. Tomado (le Kobe y Dciscn¡liofcr, 1994.
respiratorio. El hecho de que la clíaoptina, una proteína de las células fotorrece~toras del
ojo compuesto dc la mosca y que está constituida por un 90% de repeticiones de este tipo,
se clasiflque como una niolécula de adhesión celular (Krantz y Zipursky, 1990) y que la
interacción de las hormonas gonadotrópicas con su receptor de membrana tenga lugar en las
LRRs (i3rauní y cols, 1091) proporcionan soporte adicional a esta teoría.
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En neumílococo se ha descrito la existencia de dos mecanismos de adhesión a las
células crídoteliales. Un 60% de la adherencia parece estar asociada con alguna
macromolécula no proteica de la superficie de la pared celular mientras que el 40% restante
es sensible a tripsina, lo que hace pensar en un mecanismno mediado por proteínas (Cundeil y
Tuomimnnení, 1994). La fibroríectina, una glicoproteina que juega un papel importante en la
organización de las células en los tejidos eucariotas, contiene sitios de unión para distintas
nioléculas como proteoglicanos (Culp y cols., 1979), colágeno (Stenman y Vaheri, 1978) y
para proteínas de varios microorganismos, en algunas de los cuales se han descrito ¡os
dominios de unión, como es el caso deS. aureus y 5. dysgaladaae ~McGavin,1993) o deS.
progwws (Talay y cols., ¡994). También se ha descrito en neumococo la capacidad de
uríinse a la libronectina (Andersson y cols., 1983), a la laminina y al colágeno tipo IV
(Kostrzynska y Wadstróm, 1992). Aunque se ha indicado que en la adhesión de neumococo
intervienen receptores disacaridicos de glicoconjugados presentes en las células del
huésped, se sabe que la interacción con la fibronectina no tiene lugar a través de su fracción
glucídica (Andersson y cols., ¡983). Puesto que la mayor parte de los microorganismos que
se unen a tibronectina son patógenos comunes, es posible que esta glicoproteina pudiera ser
un sustrato clave en la adherencia bacteriana. El hecho de que existan proteoglicanos con
LRRs capaces de unirse a diferentes componentes de la níatriz extracelular como colágeno,
libronectina o laminina (Kobe y Deisenhofer, 1994), nos hace pensar que las LRRs de la
proteína PepA de neumococo desemíípeñadan una función similar, confiriendo a esta
proteina uní papel irliportante en los procesos de colonización Por otro lado, la proteína
PepA no sería la priniera adhesina descrita que presenta repeticiones de este tipo. Pocas son
las proteínas bacterianas que contienen LRRs, concretamente cinco con la PcpA, de las
cuales una de ellas poseo propiedades adhesivas. Estas proteínas son además las únicas
descritas crí organismos procariotas. En Lisleria monocybogenes, un níicrorganismo Gram—
positivo clasificado como un patógeno intracelular facultativo (Mackaness, 1962), se han
• descrito das de estas proteínas. Una de estas proteínas, la internalina o JimIA se ha visto que
l)romueve la adhesión de este rnicrooorganisnío a las células del huésped. Es una proteína
de superficie constituida por dos regiones con repeticiones denominadasA y B La región A
• consta de 15 LRRs de 22 aminoácidos de longitud y la región B contiene tres repeticiones,
dos de 70 aminoácidos y una de 49 aminoácidos diferente a la anterior. La región C-
terminal posee los rasgos estmcturales típicos de proteínas de superficie presentes en
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bacterias Graní-positivas (Fisclíetti y cols,, 1990). Este dominio comprende una región rica
crí glicina y prolina, el hexapeptido LPTTGD, una región transmembranal de 20
amíiinoácidos líidrofóbicos y una cola terníinal cargada, de 7 aminoácidos. Se piensa que esta
proteina se une a la menvibrana plasmática a través de su región O-terminal, mientras que la
regiómí N-teriíiimíal seña el dominio funcional en donde las repeticiones desempeñarían un
papel primordial crí la interacción de la internalina con las células del huésped (Gaillard y
cols., 1901). Otra caracteristica común que coníparte el gen de la internalina con el gen de
la proteína PepA es la presencia de una secuencia palindrómica por encimna de la caja
promotora -35, la cual es siníilar a secuencias presentes en promotores que están bajo el
control del activador píciotrópico PrfA (Dramsi y cols., 1993). La proteína PrFA se sabe que
regula positivaiííente la transcripción de un gran núníero de factores de virulencia en L.
n¡wíoci~ogenes (Mengaud y cols, 1991; Wernars y cols., 1992). No seria de extrañar, por
tanto, que un mecanismo similar regulara la transcripción del gen PepA en neumococo,
uniéndose a dicha secuencia palindrómica, una proteína similar a la PrfA que controlara
tanto la expresión del gen PcpA como la de otros factores de virulencia de neumococo. Por
detrás dcl gen hu/A, se sitúa el gen ¡ii/Ji que contiene en su dominio N-terníinal ocho LRRs
de 22 aníuinoácidos cuya secuencia consenso es muy parecida a la de la míA y cuya función
se desconoce por el momento (Gaillard y col., 1991).
Reciente¡ííente se ha visto que la hemaglutinina filamentosa de Bordetella perlusis,
bacteria Gram-negativa responsable de la tosferina, contiene repeticiones de 19 aminoácidos
que, aunque no son estrueturalmente iguales, si presentan rasgos comunes con las LRRs
descritas hasta ahora (Makhov y cok., 1994). Se trata también de una proteína de superficie
que además de poseer un fUerte carácter inmunógeno, desempeña múltiples funciones de
adhesión conio la aglutinación de eritrocitos (Sato y cols., 1983) y la adhesión a varios tipos
cíe células periííitiendo la colonización del tracto respiratorio.
Respecto a las otras dos proteínas descritas con LRRs, destacan la YopM de Y.
peslis (Leung y Straley, 1989) y la 1pM’! de 5. flexneri (Hartman y cols., 1990). Ambas
interfieren con la respuesta inflamatoria mediada por plaquetas, supuestamente debido a la
homología existente entre las LRRs de estas proteínas y las de la glicoproteina Ibo. (GPIbct)
(Titani y cols, 1987). La GPIbct es uno de los dos receptores plaquetarios conocidos que
umiení el factor de von Willebrand, interacción esencial para conseguir una hemostasis normal
al mediar la adhesión do plaquetas al subendotelio vascular y contribuir a la agregación
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plaquetaria Estas proteínas bacterianas parecen competir con la GPIbo. por la unión del
factor de vom Willebnand permitiendo la adhesión de estos microorganismos al tejido
dañado y fiicilit ando su diseníinaeión.
La naturaleza antipática de las LRRs junto con la existencia de dos regiones
hidrolilicas relevantes, no excluye la posibilidad de que el dominio N-terminal de la PepA
quede expuesto en la superficie celular, igual que ocurre con las proteínas de membrana que
íosee~’ LRRs (Kobe y Deisenhofer, 1994). En este caso, la proteína PepA se comportaría
corno una proteína de superficie, con un níecanismo de unión a la membrana y/o anclaje a la
pared celulam de neuniococo equivalente a! de la proteína de superficie PspA (Yother y
White, 1994), mííediaclo por el dominio de unión a colina presente en su región C—terminaL
Por otra parte, corno ocurre con la internalina de L&eria mnonocytogenes, las LRRs de su
dominio N-terníinal serlaíí responsables de la adhesión a las células del huésped a través de
la interacción con la fnbronectina u otras proteínas de! tejido conjuntivo. La presencia del
domiiiniio cíe unión a colina permitirla la interacción de esta proteína con los residuos de
colina presentes en el ácido lipoteicoico de la membrana plasmática o los ácidos teicoicos de
pared quedando el dominio N—ternuiníal expuesto en la superficie bacteriana. Esto vendría a
reafnrniar aún más la hipótesis de que la colina presente en la envoltura celular de
neumococo parece servir de elemento de presión selectiva permitiendo, en el caso de
l)IOteiI~as de superficie como PepA o PspA, diseñar un mecanismo de unión a la membrana
y a la pared celular diferente al descrito para otras proteínas de superficie de
nuicnooiganis¡íios Grann-positivos (Fischetti y cols., 1990). La proteína PepA, aunque posee
una zona hidrofóbica al comienzo de la secuencia, no presenta la estructura típica de un
péptido señal. De todas maneras, hay ejemplos descritos de proteínas secretables que
carecen de péptido seflal entre las que podríamos destacar la autolisina LytA, una proteína
coií dominio cíe unión a colina al igual que la PepA (Diaz y cols., 1989).
La proteína PepA es la que presenta mayor número de motivos repetidos entre las
proteínas descritas con dominio de unión a colina. Cabe en consecuencia predecir que la
interacción con los residuos de colina de la envoltura celular seria bastante fuerte, pues
estudios con proteínas truncadas en vados de estos motivos, han demostrado que la
interacción es dependiente del número de repeticiones en el extremo C-terminal (Yother y
Driles, 1992a; García y cols., 1994). Tanto los motivos de las LRRs como los motivos de
unión a colina son posibleníente el resultado de múltiples duplicaciones seguidas de
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mutaciones acaecidas a lo largo de la evolución. En el caso de los motivos de unión a
colimía, el hecho de que sean idénticos en la composición de aminoácidos y prácticamente
idénticos cmi la de niucícótidos, indica que estas duplicaciones lían tenido lugar muy
recienteníeníte Sin eníbargo, la variación en la longitud de las LRRs y la presencia de
secuencias consenso Csl)CCltkas en las proteínas de esta superfamilia nos hace pensar que
este doníinio posee tiria historia evolutiva más compleja y rica que en el caso del dominio de
unión a colina Esto es fácil de entender Si tenemos en cuenta que, en el caso del dominio de
unión a colina, el único eleníento de presión selectiva es la colina presente en la envoltura
celular, níiientnas que crí el caso de las LRRs va a depender del tipo de interacción en el que
vani a ini t erveníi n las LRRs.
La proteína PepA es un ejemplo más de una proteína con estructura modular, como
ocurre cori todas las proteínas <¡escritas con dominio de unión a colina, en donde este último
es responsable de la unión <le estas proteínas a los residuos de colina presentes en los ácidos
teicoicos de parecí ó ení el ácido lipoteicoico de la membrana, siendo su función
i¿ídepeiídiente <leí doníiniio N—terminal, posiblemente responsable en este caso de la
adhesión. Esta estructura niodular es también muy evidente en proteínas de la superfaniihia
de proteínas con LRRs, como es el caso de los receptores de las hormonas gonadotrópicas,
las cuales presentan un donninio transníembranal propio de receptores acoplados a proteínas
6 y uií dominio exoplásmico con niodvos ricos en leucina responsable de la afinidad y
selectividad <le las hornionas gonadotrópicas (MoFarían y cols., 1989).
Debido a que la proteína PopA puede jugar un papel importante en los procesos de
adherencia y virulencia de neuniococo, el conocimiento de su estructura y función permitiría
una aplicación futura para la elaboración de vacunas, útiles en la prevención de infecciones
producidas por este níicroorganisnio.
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3- CARACTERIZACIÓN DE UNA NUEVA SECUENCIA DE INSERCIÓN (151381)
EN S. pneumoi¡iae
En la presente Tesis se ha caracterizado una nueva secuencia de inserción,
denominada 151381, que precede a la secuencia correspondiente al gen pcpA pero que está
codificada por la cadena complementaria. Las secuencias de inserción son elementos
genéticos móviles al igual que los transposones. Un transposón es una secuencia de DNA
capaz de abandonar su localización original y de insertarse en otro lugar del genonia. Los
transposones están constituidos por una región central con genes que codifican para
marcadores genéticos, como puede ser una resistencia a un antibiótico, flanqueada en cada
extrenio por una secuencia de inserción que perníite su transposición. La secuencia de
inserción (15) lleva sólo los genes necesarios para su propia transposición junto con dos
repeticiones invertidas en sus extremos de, al menos, 10 nucleótidos y dos repeticiones
directas que son resultado de la duplicación de una corta secuencia del DNA en el lugar de
la insercióní (2 a 12 pb) Estos elementos contribuyen de manera significativa a la evolución
de las especies por tres motivos: i) transponiendo secuencias de DNA que codifican para
genes importantes (resistencias a antibióticos, metales etc.); u) alterando el DNA del
huésped mediante mutaciones por inserción, reorganizaciones en el cromosoma producidas
por procesos de ieconíbiniaeióni, y deleciones debidas a excisiones poco precisas; iii)
transponiiéndose a los plásníuidos y dando lugar a transferencias de DNA mediadas por
p lásnnidos.
En especies como neumococo donde los plásmidos son escasos y en donde algunos
de los genes de resistencia a antibióticos residen en elementos cromosómicos móviles y
otros surgen de la transferencia horizontal de DNA entre especies, la presencia de estos
elementos despierta un gran interés aunque se desconoce por el momento el papel que
desempeñan En neumococo sólo se han descrito dos secuencias de inserción, la 1S1202
(Moronía y cols., 1994) y la 15/167 (Zhou y cols., 1995), a pesar de que ya se hablan
identificado con anterioridad elementos transponibles en forma de tran~posones
conjugativos o siníplemente como transposones La 151381 caracterizada en este trabajo
presenta una estructura algo atípica, pues aunque tiene dos repeticiones directas de 7
nuelcótidos, sin embargo, las posibles repeticiones invertidas son muy imperfectas (Fig. 32).
Existeji otros casos descritos de repeticiones imperfectas, como es el caso de la 151/67 de
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8. ~ (Zhou y cols, 1995), ó atípicas, poniendo como ejemplo la 1S891 de la
cianiobacteria Anabaena sp. strain M-l31 (Baneroft y Wolk, 1989) La ISi38i está
constituida por dos OREs, las cuales solaparían con que tuviera lugar un salto de fase de un
nucícótido en el codón de terniíinación de la primera ORF (ORF3A; Fig 32) Se ha
observado que la expresión de un núníero iníportante de genes tanto en procariotas como
crí cucariotas se encuentra regulada a nivel traduccional mediante un salto de fase. La
flexibilidad del código genético ofrece, por tanto, diferentes alternativas en la lectura del
RNA níenisajero (ruRNA) con saltos prograníados en el mareo de lectura en la dirección +1
ó -1 que no se deben contundir con los errores en la traducción. Este mecanismo de
regulación se dice que está programado porque sucede en lugares específicos y depende de
la secuenícia niucleotidica del mRNA, estando iníplicadas ciertas secuencias, principalníente
la del denonii¡íado “sitio de deslizaníiento del ribosoma’ que provoca el desplazamiento del
RNA de transferencia (tRNA) sobre el mRNA, Hay que hacer notar que los casos mejor
descritos que presentan un mecanismo de regulación de esta clase se han obsemvado en las
secuencias de iniserción (Chandíer y Fayet, 1993) y en genes de retrovirus, de algunas
bacterias y de bacteriófagos (Atkins y cols., 1990). En el caso de las transposasas de las
secuencias cíe inserción, aunque muchas son codificadas por un único marco de lectura,
otras son codificadas por dos marcos de lectura situados en diferente fase pero solapantes
tras la traníslocación del ribosoma durante la elongación y consecuente salto de fase
(Chanclíer y Fayet, 1993). En nuestro caso podría suceder algo parecido puesto que la
ORF3A y la 0RF313 conjuntamente presentan una similitud muy significativa con la
secuencia cornpleta de la transposasa de la 1S702 de la Cianobacteria Calothr¡x PCC7601
(Mazel y cols,, 1991), Además, la 151167 deS, peumoniae descrita recientemente (Zhou y
cols,, 1995), presenta una organización similar a la 151381, con dos ORFs solapantes en
una base peo según un salto cii el marco de lectura de tipo -1. Sin embargo, a diferencia de
la 151381, la ORE2 de la 1S1167 equivalente a la ORF3A de la LS 1381, presenta un RES
antes del codón de iniciación de la traducción lo que la hace susceptible de ser sintetizada de
níaníera independiente a la ORFí.
En todos los casos estudiados con un salto de fase de tipo -1, se ha detectado la
presencia de un líeptanucícótido de tipo Y YY~ XXZ (Tabla 10) que, al parecer, es el que
permite la tranislocación del mRNA, como se ha demostrado en algunos casos mediante
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mutagánesis dirigida de los nuelcótidos de dicha secuencia (Weiss y cols., 1989; Jacks y
cok, 1088; Sekine y Olítsubo, 1989; Bscoubas y cols., 1991; Polard y cols., 1991).
‘Fa hIn 10— Elcm cmi tos de la familia 151 y miembros de la 153




















































1 GAT20MC Aco ATT nc cac CAT VtA AM MC TCA-1-TM
T CM TAT OGA CGO SCA MA MG TSG-1 3-TM
TOM.6-GM ACO CGO CIT ATO TAT CTA MA MG CTS. 9-lOA
T OAO-43GM OCO VtO OTO STO STO MG OCA MG CCC TGA
TGACI-35.GOC OiT TOO AM SOS CAO TOA MA MA COOI8-TGA
T GAG OGA GAT ATA ITA MA MA GCA-13-TM
T GAG.2.AGA ACO GAG MT 000 iTT CTA AM MG 110-26-TAS
ATO GAG MT CM ATA ITA AM MG 601-12-VM
T MG CM CMAGA GAG ATO iTA MA MA 6TA- 9-TGA
TCAG-10-rrG OCA AGO GOGMO GOOAVT ITA MGAOC-13-TM
TGAG-16~ CCC OTO MG GAG OTO OTO OGA MA MG TGG VGA
1 ACO OCA MA MA OAT-l 4-lOA
1CMGAG OTO ocr ATO OTO CM MG 500- 9-Tt3A
TMC GOC ICA GcC TAl Itt GOC10.TSA
OIT 000 VtO CGO OíA MA CCC TAS
1 MO-O-lOO GOl TAl m GOG MG 000 GAG iTt_GAC CGO OTO 100 MA AM lOA
1 MO6-TCCOOT TAl iT~ 000 MS 000 GAG iTO GAG CGO OTO 100 MA AM ISA
lx>s asreriscos hacen referencia a los oleníenitos 18 en los que sc Ita demostrado un salto dc fase en et marco
cíe lectura. El lícptanuele6tido. u otras secuencias implicadas en el salto dc fase, sc indican cn negrita y
subrayadas Tornado dc Clíandíer y Fayal, 1993.
Se han encontrado también excepciones a la regla del heptanucleótido siendo a veces
suficiente sólo cuatro nucícótidos iguales para promover un salto de tipo -1, especialmente
si se localizan antes del codón de terminación (Tabla 10). Se ha visto que la frecuencia del
salto de fase está nííodtrlada además por la presencia de estructuras secundarias a modo de
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bucles o lazos detrás del heptanucicótido anterior y por la presencia de un RBS próximo al
sitio de desplazamiento. En el caso de la transposasa de la 151381, no cabe la posibilidad de
trn salto en el mareo de lectura de tipo -I pues, aunque existe un lieptanucícótido a 11 pb
del codón de terníi¡íacióní de la ORE3B que cumple los requisitos establecidos (Fig. 32), sin
embargo, un salto de fase de este tipo supondría la aparición de un nuevo codón de
terminación’ Es más probable, por tanto, un salto de fase de tipo +1, el cual exige dos
requerinííientos: una pausa traduccional durante el proceso de elongación, debido a la
presencia crí el sitio aminoacil del ribosoma dc un codon lento de descifrar ó de un codon de
terrniniacifln, cotno Ocurriría crí nuestro caso, y la presencia de un RNA de transferencia
especial ocupando el sitio peptidil dcl ribosoma. La naturaleza especial de este tRNA
determinaría su habilidad para saltar a la posición +1 sobre el RNA mensajero en los casos
en que sea posible ó bien provocaría que la incorporación del aminoacil-tRNA entrante
quedese Ibera de fase. Se ha observado que el tRNA del sitio aminoacil de la fase +1 así
corno el nucícótido que sigue al codón de la pausa son determinantes en el salto de fase
(Pande y cols., 1095). Todo esto implica que cl sitio de deslizamiento lo constituye un
heptaniucícótido al igual que crí el salto de fase —1.
El sitio de deslizamiento de la 131381 esíaria constituido por la secuencia OAA-
UAA-U, diferente a los casos descritos hasta ahora (Pande y cols,, 1995) (Fig. 32). Por otro
lado el codón (3AA no parece ser de los más fuertes para provocar un salto en el marca de
lectura, como se demostró en el caso del factor de liberación 2 de E coil (RF2 codificado
por el gen pi-fi)). Curran (1993) diseñó 32 variantes de una fusión p¡fB/IacZ mediante la
sustitución dcl codon CUU, presente en el sitio de deslizamiento del gen prJB, por
diferentes codones, valorando la eficiencia del salto de fase en función de la actividad I~-
galaetosidasa resultante de la fusión. Una de las variantes llevaba el codon GAA presente en
el siflo de deslizamiento de la 151381, sierido el porcentaje del salto de fase de un 0,2%
frente a rin 48% para el codon CUU. Sin embargo, son pocas las proteínas descritas hasta
ahora que están reguladas a nivel traduccional por un salto de fase +1, como son el
retrotransposóní Tyl deS. cerevisiae (Mellor y cols., 1985) y el RF2 que utilizan el codón
de deslizamiento CUU así como una anti-eflzima de rata que posee el codón de
deslizaníiento UCC (Matsufuji y cols., 1995). Además, el uso de codones en 5. pneumoniae
no es igual que cii L coN por lo que no podemos hablar todavía de un mecanismo
generalizado de regulación para el salto de fase +1. También parecen estar implicados en
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cis, junto con el sitio de deslizamiento, los mismos eleníentos del mRNA que en el salto de
fase -1 aunque, en los casos descritos, no se presentan conjuntamente, siendo en el caso del
gen uf8 una secuencia de Slíine-Dalgarno (AGG-GGG) situada varios nucleótidos por
enicinixa del sitio de deslizamiento <Engelberg-Kulks y cols., 1994) y en el caso del gen de la
antí-emlzimflkl (le rata, la presencia de un bucle o lazo por detrás de dicho sitio. En el caso de
la 1S138/, sólo se observa tina pequefia estructura de lazo con una energía libre -6.2
kcal/níol por detrás <leí codon de terminación.
Puesto que la transposasa de la 18702 de C’alotbrix PCC7ÓOL está codificada por un
único iiianco de lectura, la organización en dos marcos de lectura podría ser un rasgo
especifico tIc la 15138/ o podría reflejar simplemente una mutación en la secuencia de la
copia analizada. Sin embargo, lo que sí parece claro es que la niutación no se produjo
durante el proceso de donación pues la secuencia del mismo inserto obtenida de otro clon
diferente resultó ser exactamente la misma. El hecho de que existan dos ISs con
características siuíiilares en el mismo microorganismo nos hace pensar más en la posibilidad
de que su transposición, que en ambos casos es un hecho evidente puesto que se ha
demostrado la existencia de varias copias en diferentes aislados de neumococo (Fig. 46),
esté regulada por un níecaníismo como el anteriormente descrito y no que sea debida a una
mutación en la copia analizada Esto tiene sentido si tenemos en cuenta tanto las
propiedades de las lSs conio el alto número de copias presentes en neumnococo, que hace
necesaria la existencia de un fuerte control y coordinación de sus actividades con el
crecimiento bacteriano. La 181381 seria, además, la primera secuencia de inserción regulada
por un salto de fase en el marco de lectura de tipo +1 pues todas las ISs descritas hasta el
niomento presentan un salto de fase de tipo -1.
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4- CARACTERIzACIÓN MOLECULAR DE LAS PROTEÍNAS PcpB y PcpC DE
8 I)1IL’¡¡IUOIIIOL’
la utilización de oligonucícótidos sintéticos degenerados, diseñados a partir de los
miniiinoacidos más conservados en los motivos de unión a colina de las proteinas
secuenciadas hasta el momento, nos ha permitido, por un lado, abordar el clonaje de los
genes pcplI y pcpC’ codificantes para ¡íuevas proteínas con motivos de unión a colina y, por
otro, deterníinar si existen más genes que codifiquen para proteinas de este tipo.
Los genes pcpfl y pc~>C parecen constituir un operón al disponerse contiguos y al
existir sólo lE nueleátidos entre el codón de terníinación del gen pcpB y el de iniciación del
gori pcp( ‘ La presencia de una posible secuencia promotora delante del codón de iniciación
ATO del gení pcyñ? y, de un posible terminador detrás del gen pcpúN, nos dan una idea del
tamaño de la unidad transcripcional (Fig. 50). Ambos genes codifican para dos proteínas
con dominios de unión a colina, según se deduce de su secuencia de aminoácidos
La coniparación con las proteínas de la bases de datos del EMBL sugiere una
organización niodular para la proteína PcpB, con un N—terminal que presenta los rasgos
característicos dc las proteínas de la familia de las serin-proteasas y un dominio C-terminal
constituido por cuatro motivos repetidos, siníilares a los motivos de unión a colina descritos
hasta ahora (Ng 51 A). La comparación de los 196 primeros residuos que constituyen el
donniniio N-íerminal reveló tina similitud de un 41% con la glutamil endopeptidasa de la cepa
de U. Iic/w~>¿fainitv ATCC 14580 y un 50% dc similitud con una serin-proteasa de E.
/a¿walls (Figura 52). La glutamil endopeptidasa de B. lichentformis se sintetiza como una
preproenzima dc 316 aminoácidos que sufre un proceso de maduración con la pérdida de
los prirucios 94 residuos (Kakudo y cols., 1992). La similitud de esta proteasa con el
dominio N-erminal de la proteína PepE comienza en el aminoácido 25 de la proteína
madura y continúa hasta el final de la misma. Esto parece indicar, que en la proteína PcpB,
el dominio N-terminal correspondiente a una serin-proteasasa, se ha fusionado con un
doníinio C-terniíiníal de unión a colina creándose de esta manera una proteína ~juimériCa
potencialmente activa en neumocOcO.
La posibilidad de que la proteína PepE sea una proteasa no se establece simplemente
por su siniilitud con las proteasas antes mencionadas sirio porque contiene, además, la
estructura caracteristica del centro activo de la familia de las serin-proteasas. En la figura 56
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se muestra la organización del centro activo presente en seis serín-proteasas, incluyendo la
Pepil. Sc puede observar cómo los tres residuos claves de la quimiotripsina, His57, ASPmo2 y




























Figura 56— Alinieamicmtto <le los aminoácidos constituyentes del sitio catalítico dc
~‘nm1asscmín—p:oteitssts. liLEíse, gluinnilí eniclopcptidasií dei. Iichonlforn¡ls ATCC 14580; Proteasa VS
es la cndopeptkl~tsn de SI ameus VS; SprE hace referencia al producto del gen sprE dc E. faecalis. Los
rmnmímto~cidos rtt¡trcmtclos cnt negrita son aquellos que se emicuemitran conservados, como mínimo, cmi el 66,60/o
de los casos. Con un asterisco se seflalanx los aminoácidos clave del sitio catalítico.
La presencia de los residuos conservados antes mencionados nos permite clasificar
provisionalmente a la proteína PcpB como una serin-proteasa, pudiendo incluirla, al igual
que la glutamil endopeptidasa deiS. lichenlformis, dentro de la familia de la endopeptidasa
a-lítica de Lysohacter enzy¡nogcnes (Silen y col&, 1988), perteneciente a la superfamilia de
la quimiotripsinfl (Rawlings y Barret, 1994).
A principio de siglo, Rosenbow (1912) y Avery (1920) mencionaron la presencia de
actividad proteolitica en extractos de neumococo. Posteriormente se ha descrito una
proteasa IgAl específica (Plaut, 1983) y otra que digiere IgO y IgM (Wikstrom y cols.,
1984). Más recientemente, Courtney (1991) ha estudiado la actividad proteolítica de los
sobrenadantes de cultivos de neumococo, incubados en un medio con colina al 1%, con el
fin de evitar la lisis de oste microorganismo. De esta manera, detectó la presencia de dos
tipos de serin-proteasas, dependientes e independientes de Ca2~, diferentes claramente a las
anteriores. Preparaciones parcialmente purificadas de estas enzimas exhibían especificidad
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por ciertos sustratos como la fibronectina, laminina, fibrinógeno, fibrina y elastina, La
degradación de proteínas estructurales, de membrana o del tejido conjuntivo, puede
favorecer la penetración de este microorganismo a través de las superficies de la mucosa y
permitir el acceso del níicroorgaríismo al torrente sanguíneo. Además, la degradación de Ja
fibronectina y otras proteínas tisulares puede debilitar la estructura del tejido alveolar
provocando un incremento en su permeabilidad y desencadenar la formación de un edema,
algo frecuente en la neumonía. Todos estos datos sugieren que estas enzimas contribuyen
de manera importante en la patogénesis de las infecciones neumocócicas, La proteína PcpB
podría muy bien tratarse de una de las serín-proteasas descritas por Courtney (1991), más si
tenemos en cuenta que estas proteasas se obtuvieron de cultivos que contenían colina al
1%. La proteína PepE debería estar unida a los residuos de colina de los ácidos teicoicos de
pared o lipoteicoicos de la membrana, a través de su dominio C-terminal de unión a colina.
La adición de colina al medio de cultivo favorecería la liberación de PepE de la envuelta
celular, determinando su aparición en el sobrenadante como ya se ha descrito en otras
proteinas como la PspA (Yother y White, 1994). De esta manera, tras la adhesión de
neumococo a células epiteliales o proteínas tisulares, como podría ocurrir a través de la
proteína PcpA comentada en la discusión anterior, intervendrían enzimas proteoliticas,
como la PopE, permitiendo la colonización y diseminación de dicho microorganismo.
Se ha observado que el dominio C-terminal de la proteasa SGPC de Strepton¡yces
griseus es homólogo al dominio de unión a quitina de las quitinasa Al y D de B. circulans,
por lo que se ha implicado a esta proteína en la degradación de proteínas unidas a la quitina,
de manera que la adquisición de este dominio supondría una mejora en la especificidad de la
enzima (Sachdev y cols,, 1994). Algo similar podría ocurrir con la proteína PcpB tras la
adquisición del dominio de unión a colina. Por otro lado, la presencia de repeticiones en el
extremno C—termninal no sería algo exclusivo de la proteína PopE pues las glutamil
endopeptidasas VS y Spase de 8. aureus presentan 12 y 19 repeticiones respectivamente
del tipo Pro-Asx-Asn ó Pro-Asx-Glx cuya fUnción se desconoce por el momento
(Yoshikawa y cols, 1992). Es posible que estas repeticiones desempeñen en 8. aureus un
papel semejante al de los motivos de unión a colina en neumococo.
La posibilidad de que la proteína PcpB actúe como una enzima lítica, hidrolizando
las cadenas peptídicas que forman parte del peptidoglicano, es menos probable. Aunque
desconocemos la especificidad sobre el tipo de enlace peptídico que va a hidrolizar no se
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descarta que esta proteína se compone como una glutamil endopeptidasa dada su similitud
con la de B. licheniformis. De un modo u otro, si esta proteína interviene en los
mecanismos de patogenicidad bacteriana o en el metabolismo de la pared celular, es algo
que queda por resolver,
Respecto a la proteína PcpC, parece estar constituida toda ella por motivos
repetidos que se extienden a lo largo de la proteína (Figura 5 IB) al igual que ocurría con las
proteínas de unión a glucanos (GBPs). Sin embargo, sólo en el extremo C-terminal
aparecen tres motivos similares y de igual longitud a los motivos de unión a colina junto con
una cola terminal reminiscente de un cuarto motivo. El resto de la proteína se podría
estructurar en muotivos que han sufrido importantes deleciones a lo largo del proceso
evolutivo pero conservando algunos de los aminoácidos consenso presentes en los motivos
de unión a colina. Es una proteína predominantemente hidrofilica y presenta en su extremo
N-terminal la secuencia característica de un péptido seflal. E] hecho de que esta proteína se
tmanscriba conjuntamente con la PcpB nos hace pensar que quizás esta proteína esté
implicada en su regulación puesto que es bien sabido que ¡A actividad de las serín-proteasas
está controlada por la presencia de inhibidores que impiden una acción incontrolada de
dichas enzimas (Carrelí y cols., 1987). El precursor de l.a proteasa IgA de Neisseria
gonorrhoeae presenta un dominio C-terminal que resulta necesario para la secreción
extracelular de dicha proteína (Pohíner y cols., 1987). Dada la ausencia de péptido señal en
la proteína PopE y su supuesta actividad endopeptidasa se podría pensar que quizás también
la proteína PcpC favorezca Ja secreción de la misma, inhibiendo a la vez su actividad
durante el proceso de translocación,
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5- EL DOMINIO DE UNIÓN A COLINA
La donación de los genes csp de U. ace¡ob¿uyñcun; y, los genes pcpA, pcpB y pcpC
de 8. pnewnoniae, nos ha permitido corroborar la existencia de un dominio de unión a
colina conservado en proteínas con diferentes tbnciones y presentes en microorganismos
fulogenéticamente separados. La presencia de motivos repetidos se atribuye a la existencia
de un motivo ancestral que ha sufrido duplicaciones y mutaciones diversas a lo largo del
proceso evolutivo Como se puede observar en la figura 57, donde se muestran los motivos
de unión a colina de las diferentes proteínas identificadas hasta la fecha, el número de
muotivos es variable de unas proteínas a otras, siendo el mínimo para la proteína CspA y el
máximo para la proteína PcpA. García y cols. (1994) habían demostrado que eran
necesarios cuatro motivos en la enzima LytA para el reconocimiento eficiente de los
residuos de colina de la pared celular, el mismo número que está presente en la proteína
CspA. Por otro lado, la proteína CspA es más abundante en el sobrenadante del medio de
cultivo que en las envueltas celulares, lo contrario a lo que ocurre con la proteína CspC
(Fig. 10), lo que supone la existencia de más sitios de unión a la colina tras la adquisición de
un quinto motivo y por ello un anclaje más intenso a la envoltura celular, impidiendo su
liberación al medio de cultivo. La presencia de 12 motivos repetidos en la proteína PopA
supondría un anclaje mucho más fUerte a la envuelta celular. Esta proteína se caracteriza por
ser la única con doce motivos idénticos en la composición de aminoácidos y casi idénticos
en la de nucleátidos, lo que implica que las duplicaciones de dichos motivos han tenido
lugar recientemente. Los motivos más degenerados son los presentes en las enzimas líticas
de neumococo y sus bacteriófagos, lo que indica que han divergido mucho más que los
presentes en las proteínas PspA, PcpA y PcpC, con motivos mucho más conservados.
Respecto a los aminoácidos más conservados, hay que destacar la conservación de la
glicina en posición 16 en el 100% de los motivos, sugiriendo Ja importancia de este
aminoácido en la estructura del dominio de unión a colina. Se encuentran también muy
conservados el triplete de aminoácidos triptófano-tirosina-tirosina (posiciones 9,10 y 11) y
el triptófano presente en la posición 2, los cuales en su defecto se encuentran sustituidos por
otro aminoácido aromático. Cabe mencionar también la glicina en posición 1 y la metionina
en posición 1 8, presentes en el 76% y 77% de los motivos, respectivamente. La presencia
de aminoácidos tan conservados determina, posiblemente, la conformación de dicho
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dominio, permitiendo la interacción con los residuos de colina presentes en las envueltas
celulares.
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Figimra 57- Comparación de los dominios de unión a colina de diferentes proteínas.
CspA, CspH, CspC y CspO son las proteínas presentes en C. acefobutylicuin NCIB 8052 descritas cmi este
trabajo; LytA y LytA 101 son anildasas presentes cn neumococo; Ejí, HbI y Cpll son las enzimas liticas de
los Lasos EJ-I, HB-3 y Cp-l que infectan neumococo; PspA es el antígeno de superficie de neumococo;
PepA, PcpB y PcpC son proteínas de neumococo caracterizadas en este trabajo, siendo la primera una
posible adhesina y la segunda una serfa-proteasa. Debajo se muestra la secuencia consenso de los motivos
de unión a colimia, considerando como aminoácidos más conservados los que se encuentran presentes en más
dcl 15% dc los casos. En negrita se muestran los amninoácidos conservados en más dei 75% dc los casos.
Por tanto, queda claro que la presencia de este dominio no es algo restringido a S.
pneurnon¡ae, como podría parecer en un principio, sino que está determinado por la
presencia de colina en la envoltura celular de diferentes microorganismos. Esto explica la
presencia de proteínas con dicho dominio en la estirpe de O. acetoln«yiicum NCIB 8052 y









































con el fragmento que codifica para el dominio de unión a colina del gen espA. Este
aminoalcohol está actuando en estos microorganismos como un elemento de presión
selectiva limitando la divergencia evolutiva natural del dominio de unión a dicho ligando. De
esta manera, el dominio de unión a colina habría sido adquirido a lo largo de la evolución
por proteínas fUncionalmente diferentes, creándose proteínas quiméricas, con mayores
ventajas al mejorar el sistema de reconocimiento del sustrato insoluble. El dominio N-
terminal es responsable por tanto de la flincionalidad de estas proteínas, destacando las
propiedades catalíticas en el caso de las enzimas líticas de neumococo y sus bacteriófagos,
de las propiedades antigénicas como ocurre con la PspA, de las propiedades adhesivas
corno ocurriría con la PepA y de las propiedades proteolíticas en el caso de la PcpB,
mientras que el dominio C-terminal seria responsable del reconocimiento de la colina
presente en la envoltura celular mejorando la especificidad de dichas proteínas e
interviniendo posiblemente de manera indirecta en la regulación de las mismas. Las
proteínas Csp de U. acetob¿¡tyllcurn presentan una organización similar aunque
desconocemos por el momento su flincionalidad. La identificación de estas nuevas proteínas
apoyan la teoría modular al estar constituidas por dos módulos que conservan su






De los resultados presentados en esta memoria se derivan las siguientes
conclusiones
1- U. aceob¡«yI¡cum NCIB 8052 posee al menos cuatro genes (cspA, cspB, cspC y cspD)
que codifican para proteínas homnólogas, cuyos dominios C-terminales presentan mnotivos de
unión a colina.
2- Los genes csp, aunque no se locaJizan contiguos en el cromosoma bacteriano, sí se
localizan relativamnemite próximos según los estudios de electroforesis en campo pulsado.
3- Los genes cspA y cspC son los únicos que se expresan en las condiciones ensayadas y, lo
hacemi como unidades transcripcionales independientes. Los altos niveles de expresión de
dichos genes explicarían que las proteínas secretables CspA y CspC sean las más abundantes
en el medio de cultivo.
4- Las proteínas CspA y CspC son glicoproteinas, hab lendo sido detectada la presencia de
un 12% de ramnosa (p/p) en la proteína CspA,
5- Las proteínas CspA y CspC son purifmcables en un solo paso por cromatografia de
afinidad en columnas de DEAE-celulosa, característica que presentan las proteínas con
dominios de unión a colina, La proteína CspA es la proteína nativa, descrita hasta la fecha,
que presente un menor número de motivos repetidos en su dominio de unión a colina, lo
que coincide con los datos obtenidos a partir de ensayos realizados con la amidasa LytA
truncada en su dominio C-terminal.
6- Las protefnas Csp pueden considerarse como proteínas asociadas a la pared (WAPs),
dada su presencia en las envueltas celulares, aunque se desconoce su frmnción por el
momento.
7- Las estirpes de U. ace/obuiy/kum NI-4 y NJ-504 contienen fragmentos de DNA que
hibridan con el fragmento que codifmca para el dominio de unión a colina de Ja proteína
CspA de U. accuobu¡ylicun¡ NCIiB 8052. Puesto que estas estirpes presentan colina en los
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ácidos teicoicos de pared, dichos fragmentos podrían codificar para proteínas con dominios
de unión a colina.
8- El diferente perfil de hibridación que presenta el DNA de las estirpes NCIE 8052 y NI-4,
al utilizar como sonda el fragmento que codifica para el dominio de unión a colina de la
proteína CspA, demuestra que no se trata de la misma cepa como habían considerado
algunos autores.
9- El genpcpA de S. pneunhoniae, donado a partir del fragmento de DNA que codifica para
el dominio de unión a colina de la proteína CspÑ codifica también para una proteína con
dominio de unión a colina.
10- La presencia de repeticiones ricas en leucina (LRRs), implicadas en los procesos de
interacción proteína-proteína, y presentes en el dominio N-terminal de la proteína PepA,
sugiere que esta proteína podría actuar como una adhesina. El hecho de que en el
mecanismo de adherencia de neumococo esté implicado un componente de naturaleza
proteica, proporciona soporte adicional a esta teoría.
II- Contiguo al gen PcpA, se ha caracterizado la secuencia de inserción 151381. Su
presencia, en múltiples copias, en diferentes cepas de laboratorio y aislados clínicos de .5’.
pfleufl)ofliae, demuestra eJaramente que se trata de un elemento transponible.
12- Otros dos genes de 8. pneurnoniae, pcpB, y pcpC, donados en este caso mediante la
utilización de oligonucleótidos sintéticos degenerados diseflados en fUnción de los
aminoácidos más conservados en los motivos de unión a colina, codifican también para
proteínas con domninios de unión a colina.
13- La similitud del dominio N-terminal de la proteína PcpB con algunas proteínas de la




14- La conservación de la glicina en posición 16 en todos los motivos de unión a colina,
sugiere que este aminoácido debe jugar un papel relevante para mantener la flincionalidad
del dominio de unión a dicho ligando.
15- La organización modular de las proteínas con dominios de unión a colina,
caracterizadas en este trabajo, aporta una mayor evidencia en Favor de la teoría de la
evolución modular y, expande el abanico de posibilidades fUncionales,
16- La conservación del dominio de unión a colina en microorganismos que ocupan nichos
ecológicos tan diferentes, corno son .S’. pneumon¡ae y U. acetoh¡¿fylicwn, apoya la hipótesis
de que la colina actúa comno un fUerte elemento de presión selectiva, limitando la
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